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1. Zusammenfassung

Die periphere Fazialisparese schrankt den Alltag der Betroffenen stark ein, da sowohl physio-
logische Grundfunktionen — wie Sehen und Essen — als auch die zwischenmenschliche Kom-
munikation (Sprechen, Mimik) beeintrachtigt werden. Eine Ursache fir die Fazialisparese stellt
die Durchtrennung des Nervus facialis (Gesichtsnerv) dar, die unter anderem iatrogen oder
traumatisch bedingt sein kann. Nach einer solchen Durchtrennung dauert die Funktionswie-
derherstellung der (von dem Gesichtsnerv versorgten) Muskeln teilweise sehr lange und bleibt
trotz aller bisher bekannten therapeutischen MalRhahmen haufig unzureichend. Aus diesem
Grund ist die genauere Untersuchung der Nervenregeneration und deren Einflussfaktoren es-
senziell. Dabei riicken in den letzten Jahrzehnten die neurotrophen Faktoren (NFs) immer
mehr in den Fokus der Forschung, da sie unter anderem das Uberleben und die Regeneration

der durchtrennten Axone fordern.

Die vorliegende Arbeit basiert auf friheren Experimenten unseres Arbeitskreises, die die Wie-
derherstellung der Vibrissenfunktion nach chirurgischer Fazialisdurchtrennung und -reanasto-
mosierung zwischen blinden und normalsichtigen Ratten verglichen. Beurteilt wurde in diesen
Studien aulRerdem das Reinnervationsmuster und die intramuskulare Proteinmenge von NFs.
Dabei stellte sich heraus, dass die blinden — im Gegensatz zu den normalsichtigen — Ratten
eine perfekte Wiederherstellung der motorischen Vibrissenfunktion zeigten. Bei den blinden
Ratten konnte aufRerdem ein deutlich geringerer Anteil an polyinnervierten neuromuskularen
Endplatten (NMJs; engl. neuromuscular junction) beobachtet werden. Auch die Menge bzw.
die Dynamik der verschiedenen NF-Proteine war bei den blinden Ratten unterschiedlich. Die
Menge an FGF-2-Protein (fibroblast growth factor 2) war bereits praoperativ héher im Ver-
gleich zu den normalsichtigen Ratten und blieb bis zum Ende des Beobachtungszeitraums
nahezu konstant. Bei den normalsichtigen Ratten kam es im Gegensatz dazu erst nach dem
zweiten postoperativen Tag zu einem Anstieg des FGF-2-Proteins, durch den sich die Unter-
schiede zwischen den Gruppen ausglichen. Die BDNF-Proteinmenge (brain-derived neurotro-
phic factor) wies dagegen einen spaten Anstieg ab dem 14. Tag auf, der erst am 28. Tag

signifikant wurde. Dieser blieb bei den normalsichtigen Ratten aus.

Angelehnt an diese Beobachtungen untersuchten wir nach chirurgischer Durchtrennung
und -reanastomosierung eines Fazialisastes (Ramus buccalis) den therapeutischen Effekt ei-
ner intramuskularen, exogenen Gabe von NFs oder deren neutralisierenden Antikérpern auf
das Reinnervationsmuster und die Vibrissenfunktion. Die Therapiedauer betrug dabei 28 Tage
und die insgesamte Untersuchungsdauer 56 Tage. Wir unterteilten sechzig normalsichtige
Ratten in zehn Gruppen und injizierten diese zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit verschie-
denen Kombinationen und Dosierungen von NFs, deren neutralisierenden Antikdrpern oder

einer Placebolosung. Am 28. und 56. Tag wurden die Ratten bei der aktiven Exploration mit
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einer Videokamera aufgenommen und am 56. Tag erfolgten die Tiefnarkose und transkardiale
Perfusion der Tiere zum Herauspraparieren des zu untersuchenden Muskels (Musculus [M.]
nasolabialis) in der Schnurrhaarregion. Anschlieltend erfolgte die Bewegungsanalyse der Vi-
deoaufnahmen fur die Beurteilung der Vibrissenfunktion sowie die Fluoreszenzfarbung von
longitudinalen Kryostatschnitten des M. nasolabialis fir die Beurteilung des Reinnervations-

musters.

Eine verbesserte Vibrissenfunktion zeigte sich bei der Gabe von anti-BDNF und FGF-2, ent-
weder als jeweils alleinige Substanz oder in Kombination miteinander. FGF-2, allein oder in
Kombination mit anti-BDNF, fihrte aulRerdem zu einer perfekten Reinnervation, d. h. es wur-
den keine nicht-innervierten NMJs beobachtet. Es fiel jedoch auf, dass der Anteil polyinner-
vierter NMJs nicht signifikant geringer — im Vergleich zu der Placebogruppe — war. Im Gegen-
satz dazu hatten die Gruppen, die eine signifikante Abnahme der Polyinnervation zeigten,
keine signifikant bessere Vibrissenfunktion. Das kdnnte jedoch auch méglicherweise damit
zusammenhangen, dass diese Gruppen gleichzeitig einen hdheren Anteil an nicht-innervierten
NMJs aufwiesen.

Unseren Ergebnissen zufolge Iasst sich daher darauf schliel3en, dass eine komplexe, zeitlich
abgestimmte Therapie mit NFs oder deren neutralisierenden Antikdrpern — in diesem Fall
anti-BDNF und FGF-2 — die Vibrissenfunktion positiv beeinflussen kann. Das Reinnervations-
muster scheint dagegen eine geringere Rolle zu spielen als ihm bisher zugeschrieben wurde.
Zukunftige Studien sollten daher Aufschluss sowohl Uber die Bedeutung des Reinnervations-
musters als auch Uber die genauen Dosierungen, Kombinationen und Zeitpunkte der Verab-

reichung von NFs geben.
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2.  Einleitung

2.1. Klinische Relevanz des N. facialis und der peripheren Fazialisparese

Der Nervus (N.) facialis ist beim Menschen der siebte Hirnnerv, der — unter anderem — als
alleiniger Nerv fur die Innervation der mimischen Gesichtsmuskulatur zustandig ist. Diese um-
fasst die Muskulatur des Schadeldachs, der Lidspalte, der Nase, des Mundes, des Ohrs und
des Hautmuskels des Halses und erfullt ein groRes Spektrum an Aufgaben. Dazu gehdren
beispielsweise der Augen- und Mundschluss, das Stirn- und Augenbrauenrunzeln sowie das
Lacheln und weitere Gesichtsausdricke. Einerseits erflllt somit die mimische Muskulatur es-
senzielle Aufgaben wie der Schutz des Auges vor Fremdkérpern durch den Lidschluss oder
die Nahrungs- und Flussigkeitsaufnahme durch den Mundschluss beim Schlucken. Anderer-
seits ist sie unentbehrlich fiir die soziale Interaktion und zwischenmenschliche Kommunikation,

da durch die Kontraktion der einzelnen Muskeln Emotionen sichtbar gemacht werden kénnen.'

Eine periphere Lasion des N. facialis — die sogenannte periphere Fazialisparese — tritt am
haufigsten idiopathisch auf. Im angloamerikanischen Raum wird diese idiopathische Form
haufig als Bell’s palsy bezeichnet und ist mit einer sehr guten Prognose assoziiert. Im Gegen-
satz dazu haben weitere Formen der peripheren Fazialisparese — wie beispielsweise iatrogene
Lasionen im Rahmen von Operationen oder traumatische Frakturen des Schlafenbeins (Os

temporale) — oft eine schlechtere Prognose.3

Die periphere Fazialisparese hat schwerwiegende Folgen fir die Betroffenen. Die verlangerte
Exposition der Hornhaut bei beeintrachtigtem Lidschluss flhrt beispielsweise zu erhéhtem Ri-
siko, die sogenannte Expositionskeratitis mit Ulzerationen und Entziindungen der Hornhaut
bis hin zur Blindheit zu entwickeln.* AuRerdem fiihrt der mangelnde Mundschluss zu Schwie-

rigkeiten beim Sprechen und Essen.>®

Des Weiteren bereitet Betroffenen der eingeschrankte Ausdruck von Emotionen — als Folge
des Ausfalls der mimischen Muskulatur — Schwierigkeiten im sozialen und Kommunikations-
bereich. Viele Patient*innen nehmen ihre eigene Fahigkeit, bestimmte Emotionen auszudru-
cken, als eingeschrankt wahr.” ISHII ET AL. (2011) haben Probanden Bilder von Menschen mit
chronischer Fazialisparese sowie von gesunden Menschen (Kontrollen) vorgelegt; dabei
mussten die Probanden die jeweiligen Gesichtsausdrucke (sowohl in Ruhestellung des Ge-
sichts, als auch beim Lacheln) als positiv, negativ oder neutral einstufen. Es stellte sich heraus,
dass der Gesichtsausdruck von Menschen mit chronischer Fazialisparese in den meisten Fal-
len von den Probanden als negativ empfunden wurde, selbst wenn sie in den Bildern gelachelt
haben. Im Gegensatz dazu nahmen die Probanden die Gesichter der Kontrollen in Ruhestel-

lung in den meisten Fallen als neutral oder positiv wahr, und beim Lacheln nahezu immer
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positiv.? In einer weiteren Studie haben ISHII ET AL. (2012) zudem gezeigt, dass Gesichter von

Menschen mit Fazialisparese als weniger attraktiv wahrgenommen werden.®

In den Folgemonaten nach einer Lasion des N. facialis entwickelt sich oft ein weiteres, fur die
Patient*innen sehr beeintrachtigendes Symptom, die sogenannte Synkinese.'®'! Dabei han-
delt es sich um die unwillkirliche Mitaktivierung eines Muskels (oder Muskelgruppe) wahrend
der willkirlichen Kontraktion eines anderen Muskels bzw. Muskelgruppe. Ein haufig beobach-
tetes Muster ist beispielsweise die sogenannte okulo-orale Synkinese (engl. ocular-oral synki-
nesis); bei dieser wird gleichzeitig zum willkirlichen Augenschluss der Mundwinkel unwillk(ir-
lich mitbewegt. Umgekehrt wird bei der oral-okularen Synkinese (engl. oral-ocular synkinesis)
gleichzeitig zu einer willkirlichen Mundbewegung (z. B. Lacheln) eine unwillkirliche Augenbe-
wegung (z. B. Verschmalerung der Lidspaltenweite oder sogar Augenschluss) ausgeflihrt. Es
gibt mehrere Erklarungsansatze fir die Entstehung der Synkinese; im Folgenden werden die
drei Verbreitetsten aufgefihrt. Am haufigsten wird die fehlerhafte Reinnervation nach einer
Nervenlasion als Hauptursache angenommen.'>'* Trotz friiher chirurgischer Intervention ist
es bis heute noch nicht gelungen, durchschlagende Erfolge in der Wiederherstellung der ur-
springlichen Nervenfunktion nach einer peripheren Nervenlasion zu erzielen. Hintergrund
hierflr ist, dass wahrend der Regenerationsphase mehrere Kollateralen (bis zu 25) aus jedem
durchtrennten Axon entspringen, was ein sehr ungezieltes axonales Wachstum in durchtrenn-
ten peripheren Nerven zur Folge hat (s. Abschnitt 2.7).7%' Im Fall der okulo-oralen Synkinese
kommt es beispielsweise dazu, dass aus regenerierenden Axonen, die eigentlich nur den Mun-
dringmuskel (Musculus [M.] orbicularis oris) reinnervieren sollten, Kollateralen entspringen, die
falschlicherweise zusatzlich den Augenringmuskel (M. orbicularis oculi) reinnervieren. Somit
kommt es zu einer gleichzeitigen Kontraktion der beiden Muskeln, die sich klinisch als Synki-

nese prasentiert.'>4

Eine weitere Hypothese schreibt synkinetische Bewegungen der sogenannten ephaptischen
Ubertragung (engl. ephaptic transmission) zwischen remyelinisierten Axonen zu. Bei einem
groBtenteils degenerierten Nerv kommt es zu einer unzureichenden Remyelinisierung der A-
xone durch die Schwann-Zellen. Die daraus resultierende mangelhafte Isolierung der Axone
fuhrt infolgedessen zur Kreuzerregung (engl. cross-excitation) von benachbarten Axonen, die
unterschiedliche Muskeln bzw. Muskelgruppen innervieren. Eine Ubererregbarkeit des Fazia-
liskerns durch den Ausfall von afferenten inhibitorischen Signalen nach einer Lasion wird eben-
falls als ein moglicher Mechanismus fur die Entstehung von Synkinese angenommen. Synki-
netische Bewegungen kénnen sehr dezent sein und von den Betroffenen (und ihrem Umfeld)
sogar ignoriert werden; es gibt jedoch auch Falle, bei denen die Synkinese dermallen ausge-
pragt ist, dass es zu starken Schmerzen — durch die gleichzeitige Aktivierung von mehreren

Muskelgruppen — sowie zur Beeintrachtigung von sozialen Interaktionen kommt.'?-14
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Eine Weiterentwicklung und Optimierung der derzeit verfligbaren sowie die Einfiihrung neuer
Therapiemdglichkeiten der peripheren Fazialisparese ist dementsprechend von grofier Bedeu-

tung, weil die Lebensqualitat der Betroffenen hiermit deutlich verbessert werden kénnte.

2.2. Anatomische Grundlagen und Verlauf des N. facialis beim Menschen

Der N. facialis des Menschen besteht aus Axonen unterschiedlicher Qualitaten, die drei Kern-
gebieten im Hirnstamm zugeordnet werden. In seinem Hauptkern, dem Nucleus n. facialis,
haben speziell viszeroefferente Axone ihren Ursprung, die die mimische Muskulatur, Teile der
suprahyoidalen Muskulatur (M. stylohyoideus und Venter posterior des M. digastricus) sowie
den M. stapedius des Mittelohrs versorgen. Aus dem Nucleus salivatorius superior stammen
viszeroefferente, parasympathische pragangliondre Fasern, durch deren Umschaltung
schlieBlich die Tranendrlise (Glandula lacrimalis), die Unterkiefer- (Glandula submandibularis)
und Unterzungenspeicheldrise (Glandula sublingualis) sowie kleinere Drisen der Nasen-
schleimhaut, des Gaumens und des Zungenrlckens versorgt werden. Im Nucleus tractus so-
litarii enden speziell viszeroafferente zentrale Axone. Diese entstammen pseudounipolaren
Neuronen, deren Zellkérper sich im Ganglion geniculi befinden. Die peripheren Fortsatze die-

ser Neuronen dienen als Geschmacksfasern der vorderen zwei Drittel der Zunge."

Die Axone aus dem Nucleus salivatorius superior und Nucleus tractus solitarii verlassen im
Kleinhirnbriickenwinkel als sogenannter N. intermedius den kaudalen Pons und lagern sich

den Axonen aus dem Nucleus n. facialis an, wodurch der N. facialis gebildet wird."

Der N. facialis zieht nach seinem Austritt aus dem Pons durch den Porus acusticus internus in
das Felsenbein (Pars petrosa des Os temporale), wo er sich im Anschluss in seine Aste auf-
spaltet. Der erste Ast wird als N. petrosus major bezeichnet und enthalt viszeroefferente, pa-
rasympathische praganglionare Axone aus dem Nucleus salivatorius superior, die im Ganglion
pterygopalatinum umgeschaltet werden. Die postganglionaren Axone versorgen schlie3lich
die Tranendrise sowie kleine Driisen der Nasenschleimhaut. Der N. stapedius stellt den zwei-

ten Ast dar, der zum gleichnamigen Muskel im Mittelohr zieht.’

Die nachste Abzweigung wird als Chorda tympani bezeichnet. In dieser verlaufen sowohl die
speziell viszeroafferenten Geschmacksfasern aus den vorderen zwei Dritteln der Zunge, die
im Nucleus ftractus solitarii enden, als auch die viszeroefferenten, parasympathischen
praganglionaren Axone, die dem Nucleus salivatorius superior entstammen. Letztere werden
im Ganglion submandibulare umgeschaltet und die postganglionaren Rami (Rr.) glandulares
versorgen schlielllich die Glandula submandibularis, Glandula sublingualis sowie kleinere

Speicheldriisen der vorderen zwei Drittel der Zunge."
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Die speziell viszeroefferenten Axone, die die mimische Muskulatur versorgen, verlaufen durch
das Felsenbein und verlassen dieses durch das Foramen stylomastoideum. Nach ihrem Aus-
tritt aus Letzterem kommt es zu einer weiteren Verzweigung. Der erste Zweig wird als N. auri-
cularis posterior bezeichnet und versorgt u. a. die hinteren Ohrmuskeln. Die brigen speziell
viszeroefferenten Axone bilden in der Speicheldriise den sogenannten Plexus intraparotideus.
Zu diesem gehdren mehrere Aste, die fir die Versorgung der ipsilateralen mimischen Musku-
latur zustandig sind. Dazu gehdren die Rr. temporales, Rr. zygomatici, Rr. buccales und der
Ramus (R.) marginalis mandibulae. Auch kleinere Aste wie der R. digastricus und R. sty-
lohyoideus, die Teile der suprahyoidalen Muskulatur versorgen, sowie der am weitesten kau-

dal liegende R. colli entstammen dem Plexus intraparotideus.’

2.3. Anatomische Grundlagen bei der Ratte
2.3.1. Die Schnurrhaarregion der Ratte

Die Schnurrhaarregion der Ratte (engl. mystacial pad oder whisker pad) umfasst die insge-
samt ca. 35 grofRe Schnurrhaare (Vibrissen, lat. Vibrissae) der jeweiligen Gesichtshalfte sowie
die verschiedenen Muskeln, die die Bewegung dieser ermoglichen.'” Diese Region ist unent-
behrlich fiir das Uberleben des Tieres, da durch die rhythmische Bewegung der Schnurrhaare
die Erkundung der Umgebung und somit der Informationsgewinn Uber den N. trigeminus

(N. maxillaris) erfolgt.'®1®

Die Schnurrhaare sind organisiert in funf waagerechten Reihen (A, B, C, D und E) und eine
— sich kaudal davon befindliche — senkrechte Reihe. Die waagerechten Reihen A und B um-
fassen Ublicherweise jeweils vier Schnurrhaarfollikeln; die Reihen C, D und E verfligen Gber
jeweils ca. sieben Follikeln. In der senkrechten Reihe befinden sich ebenfalls vier Follikel, die
mit den Buchstaben q, 3, y und & gekennzeichnet werden; diese Schnurrhaare sind besonders

grof im Vergleich zum Rest (s. Abbildung 1).17-2

Die Muskeln, die sich in der Schnurrhaarregion befinden und fur die Pro- (Bewegung nach
rostral) und Retraktion (Bewegung nach kaudal) der Vibrissen zustandig sind, werden in zwei
Gruppen unterteilt: die Intrinsischen und Extrinsischen. Diese Unterteilung erfolgt anhand der
Ursprungs- und Ansatzpunkte dieser Muskeln. Die intrinsischen Muskeln haben keinen Kon-
takt zu knéchernen Strukturen und somit ihren Ursprung und Ansatz in der Schnurrhaarregion
selbst; die Extrinsischen hingegen setzen zwar in der Schnurrhaarregion an, haben jedoch
ihren Ursprung auf verschiedene Bereiche des Schadelknochens und/oder des Nasenknor-

pels 17,21
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Zu den extrinsischen Muskeln gehoren der M. nasolabialis, der M. maxillolabialis, der M. naso-
labialis superficialis, die Pars orbicularis oris des M. buccinatorius und der M. nasolabialis pro-

fundus (mit seinen finf zur Schnurrhaarregion gehérenden Partes)."”

Der M. nasolabialis (entspricht dem M. levator labii superioris der Maus), der in dieser Studie
behandelt wird, hat seinen Ursprung im Stirnbein (Os frontale). Er erreicht die Schnurrhaarre-
gion von dorsokaudal und teilt sich in sechs Blindel, die oberflachlich unter der Haut verlaufen.
Vier von diesen Bindeln verlaufen zwischen den waagerechten Schnurhaar-Reihen, eins wei-
ter dorsal von der Reihe A und eins weiter ventral von der Reihe E (s. Abbildung 1)."?' Da
sich die Forschungsgruppe von Herrn Prof. Dr. Angelov seit 1992 mit den morphologischen
und funktionellen Aspekten der Erholung nach Lasionen des N. facialis sowohl bei Ratten als
auch bei Mausen beschéftigt, wurde entschieden, den M. nasolabialis der Ratte als M. levator
labii superioris — in Analogie zu der Bezeichnung bei der Maus — zu benennen. Somit konnte
die Qualitat der Reinnervation der Schnurrhaarmuskulatur nach einer Fazialislasion im glei-

chen Muskel (und mit dem gleichen Namen) bei Mausen und Ratten beschrieben werden.

Die intrinsischen Muskeln sind — im Gegensatz zu den extrinsischen — zahlreich; diese verbin-
den jeweils zwei benachbarten Schnurrhaarfollikeln der gleichen Reihe. Dies wird durch ihre
schlingenférmige Form erreicht; dabei wird jeweils das rostral liegende Schnurrhaar im unteren
Drittel umschlungen. Diese Schlinge ist im oberen Drittel des davon kaudal liegenden Schnurr-
haars befestigt. Intrinsische Muskeln befinden sich in allen Follikeln der Reihen A, B und a-90,
sowie in den ersten sechs oder sieben Follikeln der Reihen C-E.""?!

dorsal

kaudal rostral

ventral

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Organisation der Vibrissen in der Schnurr-
haarregion der Ratte. Die Vibrissen sind in funf waagerechten (A—E) Reihen und einer
sich kaudal davon befindlichen senkrechten (a—8) Reihe angeordnet. Abgebildet wird
auRerdem der Verlauf des extrinsischen Musculus nasolabialis, der in dieser Studie
behandelt wird. In Anlehnung an BOSMAN ET AL. (2011).
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2.3.2. Muskelbeteiligung bei der aktiven Exploration

Bei der aktiven Exploration, wahrend der die Ratten in der vorliegenden Studie beobachtet
wurden, kommt es zu dem sogenannten Whisking (in der Literatur auch als Sniffing bezeich-
net). Dieser Begriff beschreibt Zyklen abwechselnder Pro- und Retraktion der Vibrissen mit
einer Frequenz von ca. 5-15 Hz.?22® An diesem Prozess sind sowohl die intrinsischen als auch
die extrinsischen Muskeln beteiligt.?® Bei der Protraktion kommt es initial zu einer Kontraktion
des M. nasolabialis profundus (frihe Protraktion), auf die eine Kontraktion der intrinsischen
Muskeln (spate Protraktion) folgt. Im Gegensatz dazu werden fir die Retraktion die extrinsi-

schen Muskeln M. maxillolabialis und M. nasolabialis aktiviert.'724

2.3.3. Innervation der Schnurrhaarmuskeln und makroskopische Anatomie des

extratemporalen N. facialis

Sowohl die intrinsischen als auch die extrinsischen Muskeln werden von Asten des N. facialis
innerviert.'®23 Nachdem der N. facialis das Schlafenbein (Os temporale) durch das Foramen
stylomastoideum verlasst, teilt er sich extratemporal in mehrere Aste auf: den R. auricularis
posterior, den R. temporalis, den R. zygomaticus, den R. buccalis, den R. marginalis mandibu-
lae, die Rr. cervicales, den R. stylohyoideus und den R. digastricus posterior (s. Abbildung
2).25 Fir die Innervation der Schnurrhaarmuskulatur notwendig sind Fasern sowohl aus dem
R. buccalis als auch aus dem R. marginalis mandibulae.?*?® Diese beiden Aste verschmelzen
miteinander proximal der Schnurrhaarregion und bilden zusammen den sogenannten distalen
Pes. Aus diesem entspringen drei Zweige, die distal zur Schnurrhaarregion ziehen, um die
dortigen Muskeln zu innervieren (s. Abbildung 2).262” SEMBA ET AL. (1986) sowie HENSTROM
ET AL. (2012) haben gezeigt, dass die beiden Aste (R. buccalis und R. marginalis mandibulae)
auch unabhangig voneinander die Innervation der Schnurrhaarregion aufrechterhalten koén-
nen. Denn es kam zu einem Sistieren der Bewegung der Vibrissen erst nach Durchtrennung

beider Zweige.?>%

2.3.4. Vorteile der Untersuchungen am Modell des N. facialis

Die Auswirkungen peripherer Lasionen auf das periphere (PNS) und zentrale Nervensystem
(ZNS) werden in den letzten Jahrzenten zunehmend am Modell des N. facialis untersucht.

Dieses Modell weist mehrere Vorteile auf, die solche Untersuchungen vereinfachen.

Zunachst ist der chirurgische Eingriff schnell und unkompliziert durchzufihren und kann ein-
fach reproduziert werden.? Der Nerv ist leicht zugéanglich und die verschiedenen Aste lassen

sich gut identifizieren.®
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Foramen ———
stylomastoideum D

HG \|:|

Distaler Pes

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Innervation der Schnurrhaarregion durch Aste
des Nervus (N.) facialis bei der Ratte. Der N. facialis verlasst das Schlafenbein durch das
Foramen stylomastoideum und verzweigt sich anschlieRend in mehrere Aste. A, Ramus
(R) auricularis posterior; B, R. temporalis; C, R. zygomaticus; D, R. buccalis; E, R. mar-
ginalis mandibulae; F, Rami cervicales; G, R. stylohyoideus; H, R. digastricus posterior.
Abgebildet ist aulRerdem der distale Pes, der durch die Verschmelzung des R. buccalis
und R. marginalis mandibulae entsteht, sowie die drei Zweige, die aus diesem entspringen
(durch die Einrahmung hervorgehoben). In Anlehnung an HENSTROM ET AL. (2012).

Sehr vorteilhaft ist dartiber hinaus, dass die Folgen der Operation fir das Tier im Vergleich zu
anderen Modellen milder ausfallen.?® Infektionen und starke Blutungen sind selten.?® Auf der
Hohe des Nerven, wo die Lasion herbeigeflhrt wird, verlaufen aul’erdem nur motorische Fa-
sern.?® Die daraus resultierende Fazialisparese wird dementsprechend von den Tieren gut

vertragen und vitale Funktionen werden nicht bedroht.?

Ein weiterer wichtiger Vorteil besteht darin, dass die operierte Seite gleichzeitig mit der kont-
ralateralen, gesunden Seite am gleichen Tier verglichen werden kann. Das wird durch ein ho-
hes Maly an Symmetrie der Innervation der beiden Seiten ermdglicht. Dank dieser kann das
Ausmald der Wiederherstellung der urspriinglichen Funktion auf der operierten Seite schnell
und oberflachlich beurteilt werden.? Die nicht operierte, kontralaterale Seite wird jedoch nicht
als Kontrolle verwendet. Das liegt daran, dass die kontralaterale Muskulatur hypertrophiert,

um die durch die Denervation bedingte Paralyse der ipsilateralen Muskeln zu kompensieren.

Die Untersuchung der Zellkdrper der Motoneuronen ist mithilfe dieses Modells ebenfalls deut-
lich einfacher als bei anderen Modellen. Da es sich beim N. facialis um einen Hirnnerv handelt,
sind die Zellkérper der Motoneuronen in dem motorischen Kerngebiet des N. facialis (Nucleus
nervi facialis) im Pons (Hirnstamm) organisiert.?® Dieses Kerngebiet bleibt bei einer peripheren
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Lasion des N. facialis intakt, da es — durch den raumlichen Abstand zwischen dem (periphe-
ren) Lasionsort und dem Hirnstamm — zu keiner traumatischen Verletzung des ZNS oder Un-

terbrechung der Blut-Hirn-Schranke kommt.28:29

Die oben genannten Grinde erklaren daher, warum dieses Modell fiir ein breites Spektrum an
Studien verwendet wird. Denn es kénnen (nach einer peripheren Lasion) nicht nur periphere
Prozesse, wie die De- und Regeneration der Axone beobachtet werden, sondern auch zentrale
Prozesse, wie beispielsweise die Folgen der Lasion im motorischen Kerngebiet auf Hirn-

stammebene.?®

2.4. Neuroanatomische Grundlagen
2.4.1. Der Aufbau eines peripheren Nerven

Als peripherer Nerv wird ein Blindel von Nervenfasern bezeichnet, die von Bindegewebe um-
hillt und somit zusammengehalten werden.*® Jedes Axon wird von einer Schwann-Zelle um-
geben (s. Abschnitt 2.5), die wiederum von einer Basallamina ummantelt wird. Aul3erhalb der
Basallamina befindet sich das sogenannte Endoneurium, ein Raum, der Blutgefalle sowie we-
nige Fibroblasten, Makrophagen und Mastzellen enthalt. Die Axone, die im Endoneurium lie-
gen und von diesem einzeln umgeben werden, bilden einen Faszikel. Dieser wird von dem
Perineurium umhiillt (s. Abbildung 3). Das Perineurium kann — abhangig von dem Durchmes-

ser des jeweiligen Nerven — aus einer oder mehreren Schichten von Perineuralzellen beste-

& o

@ Endoneurium \ Myelinscheide
\ Myelinisierende

Perineurium

Schwann-Zelle

Basallamina

Abbildung 3: Vereinfachte schematische Darstellung des Aufbaus eines Faszikels, der
von Perineurium umhalit wird. A, Axon; R, Remak-Schwann-Zelle; BG, Blutgefal3; FB Fib-
roblast; M, Makrophage; m, Mastzelle. In Anlehnung an JESSEN ET AL. (2019).
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hen. Kleine Nerven bestehen aus einem einzelnen Faszikel; GroRere hingegen besitzen meh-
rere Faszikel, die durch eine weitere aultere Bindegewebsschicht, das Epineurium, zusam-

mengehalten werden 303

2.4.2. Das Motoneuron

Die Nervenzelle (syn. Neuron) stellt die funktionelle Einheit des Nervensystems dar. Bei den
Motoneuronen handelt es sich um einen Nervenzelltyp, der die Verbindung zwischen dem ZNS
und Effektorzellen, beispielsweise Skelettmuskelzellen (syn. Muskelfasern), herstellt.3® Meh-
rere Tausend solche Motoneuronen verlaufen im N. facialis, um u. a. die mimische Muskulatur

zu innervieren.32

Ein Motoneuron besteht aus drei Teilen: dem Zellkérper (syn. Perikaryon), den Dendriten und
dem Axon. Im Zellkérper befindet sich der Zellkern sowie weitere Organellen, die fir die Auf-
rechterhaltung der Zelle notwendig sind. Sowohl die Dendriten als auch das Axon gehen aus
dem Zellkorper hervor. Die Dendriten sind jedoch Ublicherweise kurzer im Vergleich zum Axon.
Eine Nervenzelle hat auRerdem immer nur ein Axon; bei den sogenannten multipolaren Neu-
ronen — zu denen die Motoneuronen gehdren — sind dagegen mehrere (jedoch mindestens
zwei) Dendriten vorhanden. Obwohl es nur ein Axon gibt, ist es trotzdem mdglich, dass es sich
in seinem Verlauf verzweigt; so entsteht eine sogenannte Axonkollaterale (engl. axon collate-
ral)."® In der Nahe seiner Effektorzelle verzweigt sich das Axon in zahlreiche terminale Aste
(engl. terminal branches). Jedes dieser terminalen Aste bildet an seinem Endbereich eine kol-
benférmige Verdickung, das sogenannte Axonterminal (syn. synaptischer Endkolben oder pra-

synaptische Endigung; engl. axon terminal, synaptic bouton)."30:33

2.4.3. Anatomische und physiologische Grundlagen der neuromuskuldaren End-

platte

Neuronen kommunizieren und interagieren mit weiteren Neuronen oder mit Effektorzellen Gber
Synapsen.*® Eine Synapse stellt dementsprechend eine spezialisierte Kontaktstelle dar, an der

der Signalaustausch stattfindet."

Die Synapse zwischen einem terminalen Ast bzw. Axonterminal und einer Muskelfaser wird
als neuromuskulare Endplatte (NMJ; syn. motorische Endplatte; engl. neuromuscular junction
(NMJ) oder motor end plate) bezeichnet.*® Ein Motoneuron kann durch seine zahireichen ter-
minalen Aste mehrere Muskelfasern innervieren. Dabei kommt jedes Axonterminal in Kontakt
mit einer einzelnen NMJ bzw. Muskelfaser.3* Das Motoneuron mitsamt aller Muskelfasern, die

von diesem innerviert werden, wird als motorische Einheit bezeichnet.30:34
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Die NMJ setzt sich aus mehreren Bestandteilen zusammen. Dazu gehort das oben erwahnte
Axonterminal des Motoneurons. Ein weiterer Bestandteil ist die sogenannte Endplatte, der
postsynaptische spezialisierte Bereich des Sarkolemms (d. h. der Plasmamembran der Mus-
kelfaser), wo der Kontakt zum Axonterminal hergestellt wird.3*3® Das Axonterminal liegt der
Muskelfaser nicht direkt an; zwischen den beiden gibt es den ca. 30—50 nm breiten synapti-
schen Spalt.3* Dieser ist mit extrazellularer Matrix gefiillt, die sich zu einer Basallamina orga-
nisiert (s. Abbildung 4). Die Basallamina besteht aus mehreren Proteinen und Signalmoleku-
len, die wichtige Funktionen fir die Bildung, Organisation und Aufrechterhaltung der NMJs,

sowie flr eine stabile Neurotransmission, erftllen.3637

Im Bereich der NMJ gibt es auRerdem zwei weitere Zelltypen: die terminalen Schwann-Zellen
(tSCs, syn. perisynaptische Schwann-Zellen) und die Kranozyten. Die tSCs bedecken das A-
xonterminal kappenformig, ohne es jedoch komplett zu umschlieBen (s. Abschnitt 2.5).383° Die
Kranozyten bedecken wiederum kappenférmig die komplette NMJ mitsamt der tSCs (s. Abbil-
dung 4). Die Funktion der Kranozyten ist noch nicht abschlieRend geklart, sie scheinen jedoch
bei der Antwort der NMJ auf Denervation oder Paralyse eine Rolle zu spielen (s. Abschnitt
2.6.4).40

Kranozyt

J]/ Synaptischer Spalt

Basallamina \'\

Acetylcholinrezeptor

Abbildung 4: Vereinfachte schematische Darstellung der neuromuskularen Endplatte. Diese besteht
aus vier Zelltypen: das Neuron bzw. dessen Axonterminal, die Muskelfaser bzw. deren Endplatte, die
terminalen Schwann-Zellen (tSC) sowie die Kranozyten. Zwischen dem Axonterminal und der Endplatte
befindet sich der synaptische Spalt, der mit extrazellularer Matrix — organisiert in einer Basallamina —
geflllt ist. Die Acetylcholinrezeptoren auf der postsynaptischen Membran werden durch das (von dem
Axonterminal freigesetzte) Acetylcholin aktiviert, was die anschlielende Kontraktion der Muskelzelle
zur Folge hat. In Anlehnung an COURT ET AL. (2008) und VALDEZ (2020).
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Bei der NMJ handelt es sich um eine chemische Synapse. Bei dieser Art von Synapsen wird
das elektrische Signal, das von dem Motoneuron geleitet wird, in ein chemisches Signal um-
gewandelt. Dies erfolgt durch Freisetzung von Neurotransmittern aus dem Axonterminal in den
synaptischen Spalt. Der Neurotransmitter, der nachfolgend von der postsynaptischen Memb-
ran der Nerven- oder Effektorzelle aufgenommen wird, erzeugt dann erneut ein elektrisches

Signal in dieser."3°

Vereinfacht erklart, kommt es im Fall der NMJ zu der Freisetzung des Neurotransmitters Ace-
tylcholin aus dem Axonterminal des Motoneurons in den synaptischen Spalt (nachdem das
elektrische Signal an der NMJ eingetroffen ist). Acetylcholin diffundiert durch den synaptischen
Spalt und aktiviert schlieB3lich nikotinische Acetylcholinrezeptoren an der postsynaptischen
Membran der Muskelzelle. Im Anschluss daran kommt es zu einer Depolarisation der Plasma-
membran der Muskelzelle, die wiederum zu einer Kontraktion dieser Muskelzelle fiihrt.3° Das
Signal wird also initial elektrisch innerhalb des Motoneurons weitergeleitet, an der NMJ durch
Acetylcholin-Freisetzung in ein chemisches Signal umgewandelt und letztlich in der Muskel-

zelle zurtick in ein elektrisches Signal Ubersetzt.'

2.5. Schwann-Zellen

Die Schwann-Zellen (SCs) gehoren zu den Stitzzellen des PNS, den sogenannten peripheren
Gliazellen (syn. periphere Neuroglia). Die SCs leiten keine Signale selbst, erflillen jedoch wich-
tige Funktionen, die sowohl das intakte als auch das beschadigte Neuron unterstitzen und
aufrechterhalten. Dazu zahlt beispielsweise die Myelinisierung, die der elektrischen Isolierung
und dem mechanischen Schutz der Axone dient, sowie die unterstliitzende Rolle bei der axo-

nalen Regeneration und Reinnervation der Effektorzellen nach einer Lasion. 303341

Die SCs werden in zwei Gruppen unterteilt: die Myelinisierenden und die Nicht-myelinisieren-
den.*! Die myelinisierenden SCs (mSCs; engl. myelinating Schwann cells) befinden sich ent-
lang des Axons einer Nervenzelle, jedoch nicht im Bereich der terminalen Aste.3%3°4' Sie bil-
den im Rahmen der sogenannten Myelinisierung eine mehrschichtige lipidreiche Hulle — die
Myelinscheide — um jeweils ein 0,08-0,1 mm langes Segment eines einzigen Axons. Ein Axon,
das von mSCs umhuillt wird, wird als markhaltiges oder myelinisiertes Axon bezeichnet (s. Ab-
bildung 3). Die Myelinscheide isoliert die Axone elektrisch und fuhrt dadurch dazu, dass das
Signal deutlich schneller weitergeleitet wird."° In den letzten Jahren wurde ferner festgestellt,

dass sich die Rolle dieser Zellen nicht nur auf die Myelinisierung beschrankt. Denn sie bieten
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— neueren Studien zufolge — ihren umhullten Axonen metabolische Unterstitzung (engl. me-

tabolic support) und fordern somit deren Uberleben und Integritat.*243

Zu den nicht-myelinisierenden SCs gehoéren die Remak-SCs, die bereits erwahnten terminalen
SCs (tSCs) sowie SC-Sonderformen, die voriibergehend im Rahmen des Reparaturprozesses
nach einer Lasion auftreten. Zu Letzteren gehoren die Reparatur-SCs (rSCs; syn. Bling-
ner-SCs; engl. repair oder Biingner Schwann cells) sowie die sogenannten Briicken-SCs

(bSC; engl. bridge Schwann cells).

Die — nach ihrem Erstbeschreiber benannten — Remak-SCs umhullen mehrere kleinere Axone
gleichzeitig, ohne sie zu myelinisieren (s. Abbildung 3). Hierdurch entstehen die sogenannten
Remak-Biindel.** Trotz der fehlenden Myelinisierung spielen diese Zellen eine essenzielle
Rolle fur die physiologische Funktion des PNS, indem sie u. a. auch an der metabolischen

Unterstlitzung ihrer umhdllten Axone beitragen. -4

Die tSCs bilden Fortsatze, mit denen sie die Axonterminale im Bereich der NMJ — wie in Ab-
schnitt 2.4.3 bereits erwahnt — kappenformig bedecken.®° Zahlreiche Studien der letzten
Jahrzehnte haben gezeigt, dass diese Zellen ein groRes Spektrum an Aufgaben erflllen. Zu-
nachst sind sie unentbehrlich fir die langfristige Aufrechterhaltung der adulten und sich entwi-
ckelnden NMJs. REDDY ET AL. (2003) haben dies in einem Frosch- und Kaulquappenexperi-
ment gezeigt, bei dem eine Methode entwickelt wurde, um gezielt tSCs zu entfernen. Kurzfris-
tig (eine Woche lang) hat sich an der Struktur und Funktion der adulten NMJ (im Frosch) nichts
geandert; im Verlauf kam es jedoch zu einer Retraktion von terminalen Asten und die prasy-
naptische Funktion hat um die Halfte abgenommen. Bei der Kaulquappe (sich entwickelnde
NMJs) wurden in Abwesenheit von tSCs die bereits bestehenden NMJs zurlickgezogen, wah-
rend keine neuen NMJs gebildet wurden.*® Letzteres zeigt auch, dass die tSCs an der postna-
talen Bildung von neuen Synapsen — der sogenannten Synaptogenese — beteiligt sind.3%4°
Wesentlich ist zudem die Beteiligung der tSCs an der Reinnervation der NMJs nach einer
Nervenlasion, die durch die Bildung und Ausbreitung mehrerer langer Fortsatze gewahrleistet

wird.*® Dies wird im Abschnitt 2.6.4 naher behandelt.

Die rSCs stellen eine SC-Sonderform dar, die nur nach einer Nervenlasion im distalen Stumpf
vortbergehend auftritt. Die denervierten SCs — d. h. die SCs, die den Kontakt zu ihrem Neuron
und proximalen Axon durch die Nervenlasion verloren haben — entlang des distalen Stumpfs
dedifferenzieren und wandeln sich somit in rSCs um. Diese Zellen verlieren demnach ihre
oben beschriebene Differenzierung zur Myelinisierung und Aufrechterhaltung des Neurons
und aktivieren stattdessen ein Reparaturprogramm, um die regenerierenden Axone zu unter-
stiitzen.*” Die genauen Ablaufe und Rollen der rSCs werden im Abschnitt 2.6.2 naher beschrie-

ben.
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Bei den bSCs handelt es sich ebenfalls um eine SC-Sonderform, die nach einer Lasion vo-
ribergehend im proximalen und im distalen Stumpf in direkter Nahe zur Lasion auftritt. Sie
sind — ahnlich wie die rSCs — dedifferenzierte SCs.?'*¢ Die bSCs bilden Strange entlang der
Nervenbriicke, die den proximalen und distalen Stumpf verbinden und somit einen Migrations-
pfad fur die regenerierenden Axone legen. Auf solchen Strangen wachsen dann die regene-

rierenden Axone von proximal nach distal (s. Abschnitt 2.6.3).484°

2.6. Postlasionale Ablaufe in peripheren Nerven
2.6.1. Haufig untersuchte Lasionsarten peripherer Nerven

Es gibt zwei Arten von L&sionen, die haufig in Experimenten untersucht werden: die Nerven-
quetschung (engl. crush injury) and die Nervendurchtrennung (engl. cut injury).**° Die Ner-
venquetschung entspricht der Axonotmesis in Seddons Klassifikation, bei der die Axone zwar
ihre Kontinuitat verlieren, die umgebenden Bindegewebsstrukturen jedoch erhalten bleiben.
Im Gegensatz dazu entspricht die Nervendurchtrennung der Neurotmesis in Seddons Klassi-
fikation. In diesem Fall verlieren sowohl die Axone als auch die umgebenden Bindegewebs-

strukturen ihre Kontinuitat.®'

In der Literatur und im Folgenden wird dartber hinaus der Begriff Axotomie (engl. axotomy)
verwendet, um eine Lasion zu beschreiben, die das proximale Axon von dem Zielgewebe bzw.
das distale Axon von dem neuronalen Zellkérper trennt.3%52 Unter diesen Oberbegriff fallen
somit sowohl die Nervenquetschung als auch -durchtrennung, da es bei beiden Lasionsarten
zu einer Diskontinuitat der Axone kommt. Da in der vorliegenden Arbeit eine Durchtrennung
des N. facialis — und somit seiner Motoneuronen — durchgefihrt wurde, werden in den nachs-
ten Abschnitten die Ablaufe erlautert, die nach einer Durchtrennung von myelinisierten Axonen

— zu denen die Motoneuronen gehdren — stattfinden.

2.6.2. Ablaufe im distalen Stumpf

Im Anschluss an eine periphere Nervendurchtrennung kommt es zu der sogenannten Wal-
ler-Degeneration, bei der das Axon distal der Lasion degeneriert und in Fragmente gespalten
wird (s. Abbildung 5B).53*

Es kommt anschlieend zu der Dedifferenzierung der denervierten mSCs distal der Lasion
und somit zu deren Umwandlung in rSCs.*” Diese Umwandlung geht mit einer zweifachen
Elongation der Ersteren und oft einer Entwicklung von langen Fortsatzen einher. Diese elon-
gierten Zellen organisieren sich zu Saulen, den sogenannten Biingner-Bandern.***> Derartige
Saulen bilden sich innerhalb der Basallamina, die vor der Lasion ein Axon mitsamt seiner SCs
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rohrenférmig umhiillt hat (s. Abschnitt 2.4.1 und Abbildung 3).4°°*%° Die Blingner-Bander sind
fur die Regeneration unentbehrlich, da sie die regenerierenden Axone zurlick zu ihrem Zielge-

webe leiten. 495

Bei der Umwandlung der mSCs in rSCs werden aullerdem Myelin-assoziierte Gene herunter-
reguliert, wahrend Gene, die flr unreife SCs charakteristisch sind, hochreguliert werden.*® Ne-
ben der Unterbrechung der Myelinproduktion kommt es zu der Entfernung des bereits vorhan-
denen Myelins bzw. der Myelinriickstande. Diese Aufgabe wird initial von den rSCs Gibernom-
men, die die sogenannte Myelinophagie einleiten; darunter wird die Autophagie des Myelins
durch die rSCs selbst verstanden.®® Die Auflésung des Myelins ist von grofRer Bedeutung, da
die Myelinriickstande ein Hindernis darstellen, das die Axonregeneration verzogert bzw. inhi-

biert.>3>

Zudem setzen die rSCs zahlreiche Zytokine frei, die Makrophagen und weitere Immunzellen
anlocken. Die Makrophagen unterstitzen die rSCs darin, die Myelinrtickstdnde und Axonfrag-
mente zu phagozytieren und diese somit erfolgreich zu eliminieren.?'4°*¢ AuRerdem spielen
die angelockten Makrophagen eine entscheidende Rolle im Bereich der Lasion, indem sie die

Vaskularisation der Nervenbriicke férdern (s. Abschnitt 2.6.3).%8

Eine weitere Funktion der rSCs stellt die Hochregulierung der Expression von neurotrophen
Faktoren dar, die u. a. das Uberleben und die postlésionale Regeneration der Axone férdern
(s. Abschnitt 2.8).49.59.60

Im Verlauf kommt es zu der Riickwandlung der rSCs in mSCs, die mit einer ca. siebenfachen
Verkurzung der Ersteren einhergeht. Hierdurch werden die regenerierten Axone remyelini-

siert.%®

2.6.3. Ablaufe am Ort der Lasion

Nach einer Nervendurchtrennung entsteht ein Spalt zwischen den beiden Nervenstimpfen. In
diesem Spalt entwickelt sich neues Gewebe, das eine Verbindung zwischen den beiden
Stimpfen herstellt. Dieses — initial aus Entziindungszellen und extrazellularer Matrix beste-

hende — Gewebe wird als Nervenbriicke (engl. nerve bridge) bezeichnet.%®

Die Briicke entwickelt sich bei Ratten in den allermeisten Fallen zwei Tage nach der Nerven-
durchtrennung und besteht zu dieser Zeit hauptsachlich aus Makrophagen (50 %) und neutro-
philen Granulozyten (24 %), sowie zu einem kleineren Anteil aus Fibroblasten (13 %) und En-
dothelzellen (5 %). Die Bricke ist zunachst nicht vaskularisiert und ihr Milieu daher hypoxisch.
Die lokalen Makrophagen reagieren auf diese Hypoxie, indem sie VEGF-A (engl. vascular en-
dothelial growth factor-A) freisetzen.%®¢!' VEGF-A — als bekannter potenter Regler der Angio-

genese — flhrt zur Bildung von Blutgefafen im Bereich der Briicke.%%'.62 Entsprechend steigt
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auch der Anteil der Endothelzellen — d. h. der Bausteine der Blutgefaf3e — am dritten Tag nach

der Nervendurchtrennung von 5 % auf ca. 20 % der lokal vorliegenden Zellen an.%®

Die bSCs, die sich an den beiden Spitzen der Nervenstimpfe bzw. an den beiden Enden der
Nervenbriicke befinden, proliferieren und fangen an, Strange zu bilden und somit in die Zell-
briicke zu migrieren.*® Die bSCs scheinen jedoch nicht in der Lage zu sein, alleine —d. h. ohne
einen anderen Zelltyp als Gerust zu nutzen — in die Briicke zu migrieren und diese zu durch-
queren. CATTIN ET AL. (2015) zeigten, dass die bSC-Strange die oben erwahnten neu gebilde-
ten BlutgefaRe als Gerlist nutzen.%® CHEN ET AL. (2019) zeigten in einer spateren Studie, dass
die bSCs im proximalen Stumpf zunachst die regenerierenden Axone als Substrat fur ihre Mig-
ration nutzen, bevor sie anschlielend die Flihrung GUbernehmen und den Axonen vorausge-
hen. Es lasst sich daher aus beiden Studien darauf schliefien, dass bSCs moglicherweise in
der Lage sind, verschiedene Zelltypen als Substrat fir ihre Migration zu nutzen.®® Im Verlauf

treffen sich dann die von proximal und distal ausgehenden Strange in der Mitte der Briicke.*®

Wenn die regenerierenden Axone den distalen Stumpf erreichen, finden sie ein fur ihr weiteres
Wachstum glnstiges Milieu, gerdumt von Axonfragment- und Myelinriickstanden.®' Dort kon-
nen sie entlang der Bungner-Bander (s. Abschnitt 2.6.2) wachsen, um den Bereich der NMJs

bzw. der Effektorzellen zu erreichen.

2.6.4. Ablaufe im Bereich der neuromuskularen Endplatte

Auch im Bereich der terminalen Aste kommt es zur Fragmentierung und somit zur Denervie-
rung der tSCs (s. Abbildung 5B).%* Letztere — dhnlich wie die mSCs entlang des Axons — de-

differenzieren sich und phagozytieren axonale Riickstande im Bereich der NMJ.%46%

Die regenerierenden Axone aus dem proximalen Stumpf wachsen entlang der Bingner-Ban-
der (s. Abschnitt 2.6.2) innerhalb der Basallamina (s. Abbildung 3) und kommen schliel3lich bei
den denervierten NMJs an, die sie wieder besetzen.*%5566-68 Nach einer schweren Nervenla-
sion — wie beispielsweise einer Nervendurchtrennung — erreichen sie allerdings zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten die denervierten NMJs. Das liegt einerseits daran, dass sie asyn-
chron regenerieren und unterschiedlich schnell die Nervenbricke durchqueren. Andererseits
kommt es auch dazu, dass manche Axone nicht in der Lage sind, die Nervenbricke Uberhaupt
zu durchqueren. Das hat zur Folge, dass manche NMJs friher reinnerviert werden als andere
und dementsprechend fur eine Weile reinnervierte und noch denervierte NMJs gleichzeitig
vorhanden sind (s. Abbildung 5C).3%6970

Circa drei Tage nach der Lasion fangen die denervierten tSCs damit an, lange Fortsatze zu

bilden, die sich jenseits der Grenzen der NMJ ausdehnen.*® Diese Fortsatze nehmen Kontakt
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zu Fortsatzen benachbarter NMJs auf und stellen Verbindungen zu diesen her. Solche Ver-
bindungen werden als SC-Briicken (engl. Schwann cell bridges) bezeichnet und erfolgen vor-
zugsweise zwischen tSCs von noch denervierten und bereits reinnervierten NMJs (s. Abbil-
dung 5C). Daraus resultiert ein komplexes Netzwerk aus tSC-Fortsatzen, das NMJs miteinan-

der verbindet.%871-74

Die Axone, die durch die Endoneuralscheide friiher die NMJs erreichen, Uberschreiten oft die
NMJ-Grenzen und nutzen die bereits gebildeten tSC-Fortsatze als Substrat, um benachbarte
noch denervierte NMJs zu erreichen. Diejenigen Axone, die die Grenzen ihrer NMJ Uberschrei-
ten, um zusatzlich zu ihrer eigenen noch benachbarte NMJs zu innervieren, werden als es-
caped fibers (engl. fur ,entflohene Fasern‘) bezeichnet (s. Abbildung 5D).67:687175 Es kommt oft
vor, dass solche escaped fibers nach der Reinnervation einer benachbarten NMJ sogar in
retrograder Richtung innerhalb der Endoneuralscheide weiterwachsen. Das Axon folgt dem
Verlauf, der durch die (benachbarte) Endoneuralscheide vorgegeben wird, und wird von dieser
zu weiteren NMJs geleitet. Es ist beispielsweise moglich, dass das gleiche Axon im Verlauf
wieder in anterograder Richtung wachst, um eine dritte NMJ zu innervieren (s. Abbildung 5F).
Durch diese Art und Weise wird sichergestellt, dass mdglichst viele NMJs bzw. Muskelfasern
schnell reinnerviert werden und infolgedessen die Muskelfunktion wieder hergestellt wird.7:6°
Es ist allerdings wichtig zu erwahnen, dass nicht jeder tSC-Fortsatz mit einem Axon assoziiert
ist. KANG ET AL. (2019) stellten im Rahmen ihres Experiments in vielen Fallen fest, dass die
Anzahl der tSC-Fortsatze jene der escaped fibers Uberschritt.?® Nach der Reinnervation einer
NMJ werden die tSC-Fortsatze mitsamt der entflohenen Fasern zurliickgezogen. Dies ist je-
doch nicht der Fall, wenn eine Verbindung zwischen zwei NMJs durch eine entflohene Faser
hergestellt wurde (s. Abbildung 5F).46:67:69

Wenig erforscht ist die Rolle der Kranozyten nach einer Nervenlasion. COURT ET AL. (2008)
zeigten, dass diese Zellen nach der Denervation proliferieren und sich sogar vor den tSCs
ausbreiten und Fortsatze bilden. Diese Fortsatze bilden — ahnlich wie die tSC-Fortsatze — Bri-
cken und verbinden dadurch NMJs miteinander. Es ware daher mdglich, dass solche Bricken
zwischen NMJs initial von Kranozyten gebildet und gefestigt werden und erst spater als Sub-
strat flr die Ausbreitung von tSC-Fortsatzen verwendet werden.*° Dies miisste jedoch durch

weitere Experimente untersucht werden.
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Abbildung 5: Vereinfachte schematische Darstellung der postlasionalen Ablaufe im Bereich der neuromuskularen
Endplatten (NMJs). Im Bild A wird der physiologische Zustand dargestellt: Drei terminale Aste (blau) innervieren
drei Muskelfasern (rot). Dabei stammen der linke und mittlere terminale Ast aus dem gleichen Motoneuron, das sich
in der Nahe des Muskels verzweigt. Der Kontakt zwischen Axon und Muskelfaser erfolgt im Bereich der NMJ, die
von den terminalen Schwann-Zellen (tSCs; griin) kappenférmig bedeckt ist. Das rote Kreuz im Bild B stellt die
Nervendurchtrennung dar. Im Anschluss an diese kommt es im distalen Stumpf zu der Waller-Degeneration, bei
der die Axone degenerieren und in Fragmente gespalten werden. Die tSCs fangen au3erdem damit an, lange Forts-
atze zu bilden, um Kontakt zu benachbarten NMJs aufzunehmen. Im Verlauf bilden die jeweiligen tSC-Fortsatze
eine Verbindung miteinander, die sogenannte SC-Briicke, die durch den violetten Pfeil im Bild C hervorgehoben
wird. Eine solche Briicke entsteht vorzugsweise zwischen einer reinnervierten und einer noch denervierten NMJ.
Die regenerierenden Axone wachsen innerhalb der Endoneuralscheide (die einzelnen Endoneuralscheiden werden
hier nicht abgebildet) und kommen schliel3lich im Bereich der NMJs an. Aus verschiedenen Grinden (s. Text) er-
reichen die Axone zu unterschiedlichen Zeitpunkten die NMJs, sodass gleichzeitig reinnervierte und noch dener-
vierte NMJs vorhanden sind (Bild C). Die Axone, die friiher die NMJs erreichen, Uberschreiten oft die NMJ-Grenzen
und wachsen entlang der bereits gebildeten tSC-Fortsatze, um benachbarte NMJs zu reinnervieren. Solche Axone
werden als escaped fibers bezeichnet. Der orangene Pfeil im Bild D zeigt eine solche escaped fiber, die die bereits
gebildete SC-Briicke als Substrat nutzt, um eine benachbarte NMJ zu erreichen. Es ist moglich, dass eine NMJ
sowohl durch ein Axon, das innerhalb der Endoneuralscheide wachst, als auch durch eine escaped fiber reinnerviert
wird. In diesem Fall wird eine NMJ — wie diejenige auf der mittleren Muskelfaser im Bild E — polyneuronal innerviert.
Es kommt auch vor, dass eine escaped fiber nach der Reinnervation einer benachbarten NMJ dem Verlauf der
(benachbarten) Endoneuralscheide folgt und in retrograder Richtung und in diesem Beispiel erneut in anterograder
Richtung weiterwachst, um eine dritte NMJ zu reinnervieren (Bild F). Somit wird méglicherweise sichergestellt, dass
moglichst viele NMJs schnell reinnerviert werden. In Anlehnung an KANG ET AL. (2019) und SON ET AL. (1996).
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2.7. Grunde fur unzureichende Funktionswiederherstellung nach einer Ner-

venlasion

Trotz der ausgepragten Regenerationsfahigkeit von peripheren Nerven kommt es nach einer
Nervenlasion selten zu einer kompletten Wiederherstellung der urspriinglichen Funktion.”®

Mehrere Grinde und deren Zusammenspiel sind dafiir verantwortlich.

Um regenerieren und spater reinnervieren zu kénnen, mussen die durchtrennten Nervenzellen
Uberhaupt erst Uberleben. Obwohl die Neuronen im PNS nach einer Lasion in der Regel Uber-
leben und gut regenerieren, gibt es zwei entscheidende Faktoren, die ihre Uberlebenswahr-
scheinlichkeit beeinflussen.”” Einerseits spielt das Alter der Tiere eine essenzielle Rolle; in
sehr jungen Tieren wird deutlich haufiger der neuronale Zelltod beobachtet als in alteren Tie-
ren.””’8 Andererseits ist der Abstand zwischen dem L&sionsort und dem Zellkdrper mafRgeb-
lich fur das Uberleben der Zelle. Je naher die Lasion am Zellkdrper ist, desto hoher ist die

Wahrscheinlichkeit, dass es zum Zelltod kommt.””-7®

Es ist darUber hinaus von grofier Bedeutung, dass die regenerierenden Axone mit einem maog-
lichst hohen Mal} an Genauigkeit ihre urspringlichen Muskelfasern reinnervieren. An dieser
Stelle spielt auch die Art der Lasion eine wichtige Rolle. Wenn die Endoneuralscheide erhalten
bleibt — wie im Fall einer Nervenquetschung — wachsen die regenerierenden Axone innerhalb
von dieser und kommen somit zu ihrem urspriinglichen Ziel an. Im Gegensatz dazu ist es bei
der Nervendurchtrennung und somit Unterbrechung der Endoneuralscheide unwahrscheinlich,
dass die Axone den Weg zu ihrer urspringlichen Endoneuralscheide im distalen Stumpf fin-
den 49516680 Ein Axon, das entlang einer anderen Endoneuralscheide als seiner urspriingli-
chen wachst, wird entsprechend zu einer anderen Effektorzelle bzw. Muskelfaser geleitet. Das
fuhrt zu einer schlechteren Wiederherstellung der Muskelkontrolle, da die Motoneuronen nun

evtl. andere Muskeln — mit anderen Funktionen — als ihre urspriinglichen innervieren.8°

In diesem Zusammenhang ist ebenfalls relevant, dass aus jedem durchtrennten Axon mehrere
Kollateralen entspringen, ein Phanomen, das als kollaterales axonales Branching (engl. colla-
teral axonal branching) bezeichnet wird.'>#'82 Diese — aus einem einzelnen Axon stammen-
den — Kollateralen kénnen in mehrere verschiedene Endoneuralscheiden hineinwachsen.?® Es
wurde — dazu passend — auch beobachtet, dass eine Endoneuralscheide mehrere Nervenfa-
sern enthalt.3* Dies kann zum Phanomen der Polyinnervation fiihren; hier reinnerviert ein ein-
ziges Motoneuron durch seine Kollateralen mehrere Muskeln, die teilweise eine antagonisti-
sche Wirkung haben kénnen.® Daraus resultiert auch die sogenannte Hyperinnervation der
Muskeln; dieser Begriff beschreibt die Reinnervation eines jeweiligen Muskels durch mehr Mo-
toneuronen als unter physiologischen Umstanden.®® Poly- und Hyperinnervation kénnen

— ahnlich wie oben — eine schlechtere Kontrolle der Muskulatur zur Folge haben und zur Ent-
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stehung des sogenannten autoparalytischen Syndroms fuhren. Letzteres beschreibt das Klini-
sche Bild einer persistierenden partiellen Parese der Muskulatur, die nach einer schweren
Nervenschadigung auftritt. Eine solche Schwache der Muskulatur wird beobachtet, obwonhl
sich die Muskeln elektromyographisch als sehr gut reinnerviert zeigen. Dies ist auf die fehler-
hafte Reinnervation der Muskeln zurlickzuflihren, bei der sowohl Agonisten als auch Antago-
nisten simultan von den gleichen Motoneuronen reinnerviert werden. Eine gleichzeitige Akti-
vierung von Muskeln mit antagonistischer Wirkung fiihrt dementsprechend dazu, dass sich die
Muskelaktionen gegenseitig blockieren und die Ausflihrung der Bewegung ausbleibt (Autopa-

ralyse).®”

Auch im Bereich der NMJs werden Phanomene beobachtet, die zu einer unzureichenden
Funktionswiederherstellung beitragen kdnnen. NGUYEN ET AL. (2002) zeigten, dass nach einer
Nervendurchtrennung weniger NMJs im Vergleich zu einer Nervenquetschung reinnerviert
werden. Mdglicherweise liegt dies daran, dass im Fall einer Nervendurchtrennung mehr Axone

degenerieren bzw. weniger Axone regenerieren.%

Daruber hinaus kann es im Bereich der NMJs zu der sogenannten polyneuronalen Innervation
kommen. Darunter wird die Reinnervation einer NMJ durch mehr als ein Motoneuron verstan-
den.?88 Dies erfolgt etwa, indem eine NMJ sowohl durch das regenerierende, in der Endo-
neuralscheide wachsende Axon als auch durch eine escaped fiber reinnerviert wird (s. Abbil-
dung 5E).%38° | etztere ,entfloh’ aus einer benachbarten NMJ und stammt aus einem anderen
Motoneuron als das, das die erste NMJ durch die Endoneuralscheide erreicht und diese inner-
viert. Dieser Fall birgt das Risiko, dass die zwei Motoneuronen, die die gleiche NMJ reinner-
vieren, asynchron Impulse abgeben und somit die Funktion dieser und infolgedessen der Mus-
kelfaser beeintrachtigen.®® Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass eine NMJ aus meh-
reren terminalen Asten des gleichen Motoneurons innerviert wird, wobei es sich nicht um eine
polyneuronale Innervation handeln wirde. Dies ware einerseits der Fall, wenn die escaped
fiber aus einer Axonkollaterale des gleichen Motoneurons stammen wirde. Andererseits kann
dies auch durch das sogenannte terminale oder intramuskulédre Sprouting (engl. terminal oder
intramuscular sprouting) begunstigt werden. Dieser Begriff beschreibt die Fahigkeit der rege-
nerierten Axone, sich im Bereich der NMJs stark zu verzweigen.®>°! Durch diese Verzweigung
sind Motoneuronen in der Lage, das Drei- bis Funffache an Muskelfasern im Vergleich zu der
urspringlichen Anzahl an von ihnen innervierten Fasern zu reinnervieren. Dieser Mechanis-
mus dient vermutlich dazu, mdglichst viele Muskelfasern zu reinnervieren, um die kleinere An-
zahl an regenerierten Axonen bei chronischer Axotomie (s. u.) zu kompensieren.®2% Bei einem
derartigen pathologischen Anstieg der Anzahl an terminalen Asten aus dem gleichen Motoneu-
ron ist es jedoch mdglich, dass sowohl die escaped fiber als auch das aus der Endoneuralsch-
eide kommende Axon aus dem gleichen Motoneuron stammen. Somit wird eine NMJ aus ter-

minalen Asten des gleichen Motoneurons reinnerviert. Da es nicht moglich ist, das komplizierte
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Netzwerk an terminalen Asten und ihren Ursprung nachzuverfolgen und Neuronen zu unter-
scheiden, wird in der Literatur und im Folgenden der Begriff Polyinnervation der NMJs verwen-

det, wenn eine NMJ von mehreren Axonterminalen innerviert wird.%8

Eine andere entscheidende Komponente flir unzureichende Funktionswiederherstellung ist
der Abstand des Lasionsorts von dem Zielgewebe — hier die Muskulatur — und somit die Dauer
bis die regenerierenden Axone ihr ehemaliges Zielgewebe reinnervieren. Ein durchtrenntes
Axon wachst um ca. 1-3 mm/Tag. Bei einer von dem Muskel weit entfernten Lasion werden
dementsprechend deutlich langere Zeiten fir die Reinnervation gebraucht im Gegensatz zu

einer Lasion, die sich in direkter Nahe zu dem Muskel befindet.52%°

Eine verlangerte Reinnervationszeit fuhrt zu einer schlechteren Wiederherstellung der ur-
springlichen Funktion; dies ist auf mehrere Faktoren zurlickzuflihren. Erstens nimmt die Re-
generationsfahigkeit der Motoneuronen bei chronischer Axotomie ab; demzufolge nimmt auch
die Anzahl der regenerierenden Axone stark ab.%? Die chronische Axotomie (engl. chronic a-
xotomy) beschreibt den Zeitraum nach einer Lasion, wahrend dessen die durchtrennten Axone
noch keinen Kontakt zu ihrem Zielgewebe hergestellt haben.®% Zweitens nimmt die Anzahl
der regenerierenden Axone bei chronischer Denervation ebenfalls stark ab.%® Als chronische
Denervation (engl. chronic denervation) wird der Zeitraum nach einer Lasion bezeichnet, wah-
rend dessen der distale Nervenstumpf sowie das Zielgewebe (in diesem Fall die Muskulatur)
denerviert bleiben.* Drittens nimmt die Anzahl der chronisch denervierten SCs im distalen
Stumpf zunehmend ab.?'% Die SCs verlieren zusatzlich zunehmend die Fahigkeit, die rege-
nerierenden Axone trophisch zu unterstitzen.?"” Viertens kommt es durch die lange Dener-
vation zur Atrophie von Muskelfasern, die nach der Reinnervation nur teilweise rickgangig
gemacht werden kann. Dementsprechend wird die urspriingliche GroRe der Muskelfasern
nicht wieder erreicht, was wiederum eine Verminderung der Muskelkraft zur Folge haben

kann.%49

Bei langerer Denervation kommt es auRerdem zu einem Remodeling der synaptischen Re-
gion. Im Laufe der Zeit verlassen tSCs bzw. deren Fortsatze Teile der NMJ. Solche Areale, die
nicht mehr von tSCs oder deren Fortsatze bedeckt sind, verlieren im Verlauf auch ihre Acetyl-
cholinrezeptoren. Dies wird mdglicherweise dadurch erklart, dass die tSCs ihre Fortsatze in
die Umgebung — und somit auRerhalb — der NMJ ausbreiten, um Kontakt zu benachbarten
innervierten NMJs zu suchen und infolgedessen SC-Briicken zu bilden (s. Abschnitt 2.6.4).
Wie bereits erlautert, wachsen die regenerierenden Axone — nachdem sie durch die Endo-
neuralscheide die NMJ erreichen — vorzugsweise entlang der tSC-Fortsatze. Dementspre-
chend werden diejenigen Bereiche der NMJ, die nicht mehr von tSCs bedeckt werden, seltener

reinnerviert. Bei fehlender Reinnervation gehen auch die Acetylcholinrezeptoren zurtick, was
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eine Reduktion der synaptischen Flache zur Folge hat. Letzteres konnte wiederum zu einer

verminderten Funktionswiederherstellung beitragen.%

2.8. Neurotrophe Faktoren

Als neurotrophe Faktoren (NFs) werden Proteine bezeichnet, die ein groles — noch nicht ab-
schlielRend geklartes — Spektrum an Aufgaben erfillen und ihre spezifische Wirkung auf Zellen
(Neuronen und Glia) des PNS und ZNS ausiiben.®®'% Zy ihren Aufgaben zahlen unter ande-
rem das Uberleben, das Wachstum und die Differenzierung von Neuronen.'°" Das Wort
trophisch bzw. trophischer Faktor (griechisch trophé (1po@r), Nahrung) deutet auf diese
Wachstums-, Aufrechterhaltungs- und Versorgungsfunktion hin und beschreibt Substanzen,

die ,den Fortbestand einer Zelle forder[n]*.%%192.103

Die NFs werden in funf Familien unterteilt. Dies sind die:

1. Neurotrophine mit dem Nerve growth factor (NGF), Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) und dem Neurotrophin-3 sowie -4/5 (NT-3, NT-4/5)

2. Fibroblast-Growth-Factor-Familie mit dem Basic fibroblast growth factor bzw. Fibro-
blast growth factor 2 (bFGF, FGF-2), dem Acidic fibroblast growth factor (aFGF) und
Fibroblast growth factor 5 (FGF-5)

3. Transforming-Growth-Factor-B-(TGF-)-Superfamilie mit dem Glial cell line-derived
neurotrophic factor (GDNF), dem Neurturin (NTN) und dem Persephin (PSP)
Neuropoietin-Familie mit dem Neurozytokin Ciliary neurotrophic factor (CNTF) und
Somatomedin-Familie mit dem Insulin-like growth factor | und Il (IGF-I, IGF-11).%"

NFs werden im physiologischen Zustand an mehreren Orten synthetisiert. Klassischerweise
werden sie von dem Zielgewebe freigesetzt und retrograd zum Zellkérper transportiert. Sie
kdnnen allerdings auch von den Neuronen selbst produziert werden und autokrin wirken. Frei-
gesetzt werden sie auflerdem unter anderem von Fibroblasten, Makrophagen und Gliazellen,

die sich in der Nahe von Zellkérper und Axon befinden.5459.104

Nach einer Axotomie wird die Expression von NFs sowohl in den denervierten SCs im distalen
Stumpf als auch im neuronalen Zellkorper selbst hochreguliert.4”5%5980 Dies ist von groRer
Bedeutung, da viele NFs insbesondere fir das Uberleben und teilweise flr die Regeneration

der durchtrennten Axone notwendig sind.%®

Da in dieser Studie die Wirkungen von BDNF bzw. seinen neutralisierenden Antikdrpern
(anti-BDNF) und FGF-2 untersucht wurden, wird im Folgenden separat auf diese beiden Fak-

toren eingegangen.
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2.8.1. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

BDNF gehort zu der Familie der Neurotrophine und ist strukturell eng mit dem Nerve growth
factor (NGF) verwandt.'” BDNF entfaltet seine Wirkung Uber die Bindung an zwei Rezep-
torklassen. Es bindet selektiv an trkB, ein Mitglied der Tropomyosinrezeptorkinase-Familie (trk,
engl. tropomyosin receptor kinase), und aufierdem an p75, einen Rezeptor, der zu allen Neu-

rotrophinen die gleiche, geringe Affinitat hat.'%

In adulten Saugetieren wird BDNF mRNA sowohl im ZNS in verschiedenen Regionen des
Gehirns (u. a. Hippocampus [hochste Konzentration im Gehirn] und Kortex) und im Rucken-
mark als auch im PNS in Spinalganglien exprimiert. Auch in peripheren Geweben wurde BDNF
MRNA festgestellt, unter anderem in Herz, Milz und in geringeren Konzentrationen in Skelett-

muskeln,106-108

Mehrere Studien mit Nagetieren (Ratten und Mause) zeigten, dass nach einer Axotomie die
Exprimierung von BDNF mRNA in den axotomierten Neuronen selbst, den rSCs des distalen
Stumpfs, sowie der denervierten Target-Muskulatur hochreguliert wird.#7:60.73.10%-112 |n den a-
xotomierten Motoneuronen des N. facialis wurde bei Ratten eine zwei- bis vierfach — im Ver-
gleich zu der kontralateralen, gesunden Seite — erhdhte mRNA-Menge gemessen. Diese
wurde bereits acht Stunden nach der Lasion beobachtet, erreichte ihr Maximum nach ein bis
zwei Tagen und nahm daraufhin allmahlich ab, bis sie am siebten Tag nach der Lasion den
Werten der kontralateralen, gesunden Seite dhnelte. Dazu passend stieg die Menge des
BDNF-Proteins 24 Stunden postlasional mehrfach an, erreichte ihr Maximum nach ca. funf bis
sieben Tagen und wurde mindestens zwei Wochen aufrechterhalten.’ Im distalen Stumpf
wurde in Ratten ein deutlicher Anstieg der mRNA-Menge erst sieben Tage nach der Lasion
festgestellt, der sich Gber mehrere Wochen hinweg fortsetzte.'®'"% Auch der mRNA-Anstieg
im Muskel erfolgte mit einer Verzégerung von einer Woche.''° Durch die postlasionale Bereit-
stellung von BDNF aus verschiedenen Quellen (axotomiertes Neuron, denervierte SCs und
Muskulatur) kdnnte sichergestellt werden, dass das durchtrennte Neuron im Laufe des gesam-
ten Regenerationsprozesses mit BDNF versorgt wird."'2 Dies ware aufgrund seiner vielfaltigen

Wirkungen von grol3er Bedeutung.

Zunachst ist endogenes BDNF notwendig fur die Regeneration und Remyelinisierung von
durchtrennten Neuronen. Dies wurde experimentell durch seine Neutralisierung mit Antikor-
pern (anti-BDNF) verdeutlicht, bei der eine deutliche Verzégerung der Axonregeneration und
Remyelinisierung beobachtet wurde.''? AuRerdem fordert die exogene Gabe von BDNF das
Uberleben von axotomierten Motoneuronen in neonatalen Ratten sowie Motoneuronen nach

einem Vorderwurzel-Ausriss in adulten Ratten.13114

BOYD ET AL. (2002) zeigten auflerdem, dass die exogene Verabreichung von BDNF dosisab-

hangig eine wichtige Rolle bei der Regeneration nach chronischer Axotomie zu spielen
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scheint. Denn niedrigdosiertes BDNF (2 ug/Tag) war in der Lage, den schadlichen Wirkungen
der zweimonatigen chronischen Axotomie entgegenzuwirken, indem es die Anzahl chronisch
axotomierter Motoneuronen, die ihre Axone regenerierten, erhdhte. Bei direkter Reanastomo-
sierung nach der Nervendurchtrennung war niedrigdosiertes BDNF dagegen nicht in der Lage,
ihre Anzahl zu erhéhen. Bei Verabreichung hoher BDNF-Mengen (20 ug/Tag) nahm die An-
zahl chronisch axotomierter Motoneuronen, die ihre Axone regenerierten, wiederum ab. Hohe
BDNF-Konzentrationen flihrten auch bei direkter chirurgischer Rekonstruktion nach Nerven-
durchtrennung zu solchen inhibitorischen Effekten. Diese inhibitorische Wirkung wurde den
p75-Rezeptoren zugeschrieben, deren Blockade zur Aufhebung dieser hemmenden Einflisse
fahrte."s

2.8.2. Fibroblast growth factor 2 (FGF-2)

Der Fibroblast growth factor 2 (FGF-2; syn. bFGF, engl. basic FGF) ist eins der — bis heute
bekannten — 23 Mitglieder der FGF-Familie. Seine Wirkung wird durch die Bindung an zwei
Rezeptorklassen vermittelt. Dazu gehdren die hoch-affinen FGF-Rezeptoren (FGFR) und die

niedrig-affinen Heparansulfat-Proteoglykane.!®

FGF-2 mRNA und das entsprechende FGF-2 Protein kommen physiologisch im ZNS in Neu-
ronen (u. a. des Tel- und Diencephalon) und nicht-neuronalen Zellen (z. B. Astrozyten) vor.""”
Auch im PNS wurde FGF-2 mRNA nachgewiesen, u. a. in SCs und Gefallendothelzellen im

intakten N. ischiadicus."'®

Mehrere Wirkungen von FGF-2 zusammenhangend mit peripherer Regeneration wurden
nachgewiesen. Zunachst ist FGF-2 ein potentes Mitogen und fungiert auRerdem als Differen-
zierungsfaktor fir verschiedene Zelltypen mesodermalen und neuroektodermalen Ur-
sprungs.'®'20 Unter anderem wird seine mitogene Wirkung auch in SCs entfaltet, indem es
die SC-Proliferation vorantreibt.'?"'22 Darliber hinaus besitzt dieser Faktor eine starke angio-
genetische Wirkung, er ist also an der Bildung neuer GefaRe beteiligt.'?>'23 In vitro wurde in
mehreren Studien gezeigt, dass exogen verabreichtes FGF-2 das Uberleben von ZNS-Neuro-
nen in Kulturen sowie die Bildung neuer Fortsatze aus diesen fordert.'?*'25 |In einer neueren
Studie wurde auflierdem beobachtet, dass FGF-2 unselektiv die Neubildung sowohl von sen-
siblen als auch von motorischen axonalen Fortsatzen in vitro fordert. Bei motorischen Fortsat-
zen zeigte sich jedoch eine dosisabhangige Wirkung. Dabei zeigten nur héhere Dosierungen
(250 und 500 ng/ml) einen signifikanten Unterschied zu der Kontrollgruppe, wahrend dieser
bei niedrigen Dosierungen (25 und 50 ng/ml) ausblieb.'? Auch in vivo Untersuchungen zeigten

ahnliche Ergebnisse. Die exogene Zufuhr von FGF-2 an durchtrennten Neuronen des N. is-
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chiadicus flhrte dazu, dass weniger sensible Neuronen im Spinalganglion lasionsbedingt ab-
starben.'?” Die regenerierten Axone aus dem proximalen Stumpf des N. saphenus waren au-

Rerdem bei Gabe von FGF-2 im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant Ianger.'?®

Zugig nach einer Nervendurchtrennung oder -quetschung (meistens innerhalb von einem Tag)
wird die FGF-2 mRNA im proximalen und distalen Stumpf sowie im Spinalganglion hochregu-
liert.89-129.130 Das FGF-2 Protein steigt sieben Tage nach einer Nervenquetschung ebenfalls in
allen drei Bereichen. Im Gegensatz dazu kommt es zum gleichen Zeitpunkt nach einer Ner-
vendurchtrennung zu einem Anstieg des Proteins lediglich im Spinalganglion und im proxima-
len Stumpf, wahrend im distalen Stumpf kein Protein nachweisbar ist.'*® Darliber hinaus wird
nach einer Lasion die FGF-2 mRNA nicht nur in SCs und Gefaltendothelzellen hochreguliert
(s. 0.), sondern zusatzlich auch in Makrophagen. Es ware denkbar, dass das aus Makropha-
gen stammende FGF-2 mdglicherweise an mehreren Prozessen beteiligt ist, wie beispiels-
weise der Neovaskularisation wahrend der postlasionalen Nervenreparatur. Es konnte aul3er-

dem auto- oder parakrin wirken, da auch die Makrophagen selbst FGF-Rezeptoren besitzen.'®

2.9. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die Qualitat der Reinnervation der Schnurrhaarmuskulatur
und das Ausmal der Wiederherstellung der Vibrissenfunktion nach chirurgischer Rekonstruk-
tion (Durchtrennung und Reanastomosierung) des N. facialis und Therapie mit neurotrophen

Faktoren zu untersuchen und zu beurteilen.

Diese Arbeit basiert auf den Erkenntnissen, die aus drei vorherigen Studien unseres Arbeits-
kreises gewonnen wurden. TOMOV ET AL. (2002) verglichen zunachst mithilfe videobasierter
Bewegungsanalyse die Wiederherstellung der Schnurrhaarfunktion nach Durchtrennung und
Reanastomosierung des N. facialis in zwei Gruppen von Ratten: Einerseits die normalsichtigen
Ratten der Zuchtlinie Sprague-Dawley (SD) und andererseits die blinden Ratten der Zuchtlinie
Sprague-Dawley/Royal College of Surgeons (SD/RCS). Dabei zeigten sie, dass zwei Monate
nach der Operation bei den blinden SD/RCS-Ratten eine perfekte Wiederherstellung der
Schnurrhaarfunktion erreicht wurde. Im Gegensatz dazu waren zum gleichen Zeitpunkt die
Schnurrhaarbewegungen bei den normalsichtigen SD-Ratten signifikant beeintrachtigt. Uber-
raschend war jedoch, dass die morphologischen und anatomischen Verhaltnisse bei beiden
Gruppen ahnlich waren: Es wurde bei beiden Gruppen ausgepragtes axonales Branching so-
wie eine inakkurate Reinnervation der Target-Muskulatur beobachtet, da weniger als 40 % der

Neuronen postoperativ ihr urspriingliches Ziel reinnervierten.

Die Literatur wies zu dem Zeitpunkt darauf hin, dass ein wichtiger Einflussfaktor auf die miss-

lungene Reinnervation bzw. Funktionswiederherstellung nach einer Nervenlasion das axonale
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kollaterale Branching sei. Darauf basierend sowie auf der Beobachtung, dass die blinden Rat-
ten eine perfekte Wiederherstellung der Schnurrhaarfunktion zeigten, nutzten GUN-
TINAS-LICHIUS ET AL. (2005) NF-neutralisierende Antikérper, um das kollaterale axonale Bran-
ching im proximalen Stumpf zu reduzieren. Dies wurde auch erreicht, bei der Bewegungsana-
lyse stellte sich jedoch heraus, dass die Funktion der Schnurrhaarmuskulatur trotz der starken
Reduktion des axonalen Branching — ahnlich wie bei der Kontrollgruppe — unzureichend blieb.
Daher stellten sie die Hypothese auf, dass nicht das axonale Branching im proximalen Stumpf,
sondern eher die Polyinnervation der NMJs flr die schlechte Funktionswiederherstellung ver-
antwortlich sein muss. Tatsachlich fanden sie dabei heraus, dass bei den blinden
SD/RCS-Ratten lediglich 10 % der NMJs polyinnerviert waren; im Gegensatz dazu lag der
Anteil dieser bei den normalsichtigen SD-Ratten bei 51 %.”* Diese Ergebnisse unterstiitzten
die Hypothese und gaben somit den Anlass flir das darauf aufbauende Experiment von GROS-
HEVA ET AL. (2016).

In diesem Experiment wurde die mRNA- und Proteinmenge von verschiedenen NFs in dem
Target-Muskel in den zwei oben genannten Rattenzuchtlinien untersucht. Dabei stellte sich
heraus, dass in den SD/RCS-Ratten die Menge der BDNF mRNA ab dem zweiten Tag posto-
perativ signifikant anstieg; diesem folgte ein verspateter Anstieg des BDNF-Proteins nach dem
14. Tag, der sich am 28. Tag signifikant von den normalsichtigen Ratten unterschied. Gleich-
zeitig kam es innerhalb von zwei Tagen postoperativ zu einem starken Abfall der FGF-2
mRNA-Menge bei den normalsichtigen Ratten, die bis zum Ende der Untersuchung (28. Tag)
konstant niedrig blieb. Im Gegensatz dazu blieb die FGF-2 mRNA-Menge bei den blinden Rat-
ten — trotz eines geringen Abfalls, der erst zum Ende des Messzeitraums signifikant geworden
ist — nahezu konstant. Uber den gesamten postoperativen Untersuchungszeitraum hinweg
blieb sie dabei signifikant hdher als bei den normalsichtigen Ratten. Auch die FGF-2-Protein-
konzentration war bei den blinden Ratten sowohl pra- als auch am 2. Tag postoperativ signifi-
kant hoher als bei den Normalsichtigen. Bei Letzteren gab es lediglich einen leichten, jedoch
signifikanten Anstieg des FGF-2-Proteins am 7. postoperativen Tag. Durch diesen Anstieg und
die konstant bleibende Proteinkonzentration bei den blinden Ratten gab es ab dem 7. Tag

postoperativ keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen den Gruppen.'3?

Die vorliegende Studie ist eine Weiterfliihrung der oben genannten Experimente. Zusammen-
fassend zeigte sich bei blinden SD/RCS-Ratten eine deutlich bessere postoperative Wieder-
herstellung der Vibrissenfunktion, die mit einer verminderten Polyinnervation der NMJs zusam-
menzuhangen schien.”*"3! Es wurde auBerdem beobachtet, dass bestimmte NFs — unter an-
derem BDNF und FGF-2 — ein anderes Verhalten bzw. eine andere Dynamik bei den blinden
im Vergleich zu den normalsichtigen Ratten zeigten, was mdglicherweise auch mit der verbes-

serten Reinnervation zusammenhangen kdénnte. Denn bei den blinden Ratten wurde bereits
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praoperativ eine erhéhte FGF-2 Proteinmenge, die postoperativ konstant blieb, sowie ein spa-

terer Anstieg der BDNF-Proteinmenge festgestellt.'3?

In diesem Rahmen flihrten wir nach Durchtrennung und Reanastomosierung des R. buccalis
(Ast des N. facialis, s. Abschnitt 2.3.3) intramuskulare Injektionen von BDNF, dessen neutrali-
sierenden Antikorper (anti-BDNF) sowie FGF-2 im M. nasolabialis in verschiedenen Dosierun-
gen und Kombinationen zu verschiedenen Zeitpunkten durch. Unser Ziel war, die Qualitat der
Reinnervation der NMJs sowie das Ausmald der Funktionswiederherstellung der Vibrissen

nach dieser Therapie mit NFs zu untersuchen und zu beurteilen.

Durch das bessere Verstandnis der Wirkungsweise der NFs erhoffen wir kinftig entspre-
chende Therapiemoglichkeiten zu entwickeln, die fir bessere funktionelle Ergebnisse nach

einer peripheren Nervenlasion sorgen kdnnten.
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3. Material und Methoden

3.1. Tiere

Fir dieses Experiment wurden sechzig Wistar-Ratten (Janvier Labs, Zuchtlinie: RjHan:WI) im
Alter von drei Monaten und mit einem Gewicht von 200-250 g herangezogen. Wahrend der
Gesamtdauer des Versuchs bekamen sie Standardfuttermittel (ssniff Spezialdiaten GmbH,
Soest, Deutschland) und hatten Zugang zu Leitungswasser ad libitum. Es wurde ein kinstli-
cher Licht-Dunkel-Zyklus mit jeweils zwoIf Stunden Licht und Dunkelheit etabliert. Alle Ver-
suchsprotokolle wurden von dem Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nord-
rhein-Westfalen (Az.81-02.04.2016.A217 vom 28.09.2016 und Az. 81-02.04.2021.A101 vom
13.07.2021) genehmigt und nach den Richtlinien der Europaischen Union durchgefihrt.

3.2. Operation (BBA — Buccalis-Buccalis-Anastomose)

Die Operationen an den Versuchstieren wurden von Frau Prof. Dr. med. Maria Grosheva und

Frau Priv.-Doz. Dr. med. Dr. med. dent. Svenja Rink-Notzon durchgefuhrt.

Nach einer intraperitonealen Injektion (200 pyL) von Ketamin (120 mg/kg Kérpergewicht) und
Xylazin (20 mg/kg Korpergewicht) zur Anasthesie wurde der R. buccalis des N. facialis auf der
rechten Seite freigelegt und durchtrennt. Anschliefliend wurden die beiden durchtrennten En-
den mit zwei 11-0 atraumatischen Nahten (Ethicon, Norderstedt, Deutschland) mikrochirur-

gisch reanastomosiert (Buccalis-Buccalis-Anastomose, BBA; s. Abbildung 6).

Der R. marginalis mandibulae des N. facialis wurde ebenfalls durchtrennt und sein proximaler
Stumpf ligiert (s. Abbildung 6). Dies diente dazu, die Innervation der Muskelfasern des
M. nasolabialis durch Axone dieses Fazialisastes zu verhindern. Denn die Schnurrhaarmus-
kulatur wird — wie bereits im Abschnitt 2.3.3 erklart — von Neuronen beider Aste versorgt. Dabei
reicht einer der Aste, um die physiologische Funktion aufrechtzuerhalten.?>2% Durch die Durch-
trennung des R. marginalis mandibulae konnte somit der Einfluss der exogenen NF-Gabe

nach BBA auf die Regeneration an einer einzelnen Untergruppe von Axonen beurteilt werden.

3.3. Postoperative Injektionen von BDNF, FGF-2 und anti-BDNF

Die sechzig Ratten wurden in zehn Gruppen mit jeweils sechs Tieren unterteilt. Postoperativ
erhielten sie zu verschiedenen Zeitpunkten und in verschiedenen Dosierungen subkutane In-
jektionen mit Placebo, NFs (BDNF, FGF-2) und/oder BDNF-neutralisierenden Antikdrpern
(anti-BDNF). Die postoperativen Injektionen wurden von Herrn Prof. Dr. med. Doychin N. An-

gelov durchgefuhrt.
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Es wurden drei postoperative Zeitspannen fir die Gaben festgelegt:
1. ,Frih‘—1-13 Tage nach der BBA
2. ,Spat' — 14-28 Tage nach der BBA sowie
3. ,Durchgehend’ — 1-28 Tage nach der BBA.

Fir die kurzzeitige Narkose zum Zweck der Injektion wurde ein Gasgemisch aus 0,6 L/min
Sauerstoff (Conoxia®, Linde) und Isofluran (Forene® 1,8 % vol, Abbott) verabreicht. Die Injek-
tionen wurden an der gleichen Stelle in der Mitte zwischen den Schnurrhaarreihen A und B
(s. Abbildung 1) mithilfe einer BD Micro-Fine™ Insulinspritze (U-100 [0,3 ml], @ 0,3 mm [30G],
Nadellange 8,0 mm; Becton Dickinson, Produkt-Nr.: 324826) durchgefihrt. Dabei wurde je-
weils eine 30 uL Lésung gegeben, die Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS; engl. Phos-
phate-buffered saline) als Placebo, BDNF (PeproTech®, Katalognummer: 450-02), anti-BDNF
(PeproTech®, Katalognummer: 500-P84Bt) oder FGF-2 (PeproTech®, Katalognum-
mer: 100-18C) allein oder in Kombinationen enthielt. Die verschiedenen Konzentrationen und

Kombinationen sind der Tabelle 1 zu enthehmen.

S
= . + e
R. marginalis mandnb;lla

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Buccalis-Buccalis-Anastomose. (A) Physiologischer,
praoperativer Zustand. (B) Nach Durchtrennung des Ramus (R.) buccalis erfolgte seine Reanasto-
mosierung (Pfeil). Der R. marginalis mandibulae wurde ebenfalls durchtrennt und sein proximaler
Stumpf ligiert, um die Versorgung der Schnurrhaarmuskulatur durch diesen Ast zu verhindern. Ver-
wendung mit Genehmigung von Wiley. © 2020 Wiley Periodicals, Inc.
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Tabelle 1: Versuchsaufbau mit Ubersicht der Tiergruppen, der Substanzkonzentrationen sowie -kombi-
nationen und der Zeitspanne der Injektionen. BBA, Buccalis-Buccalis-Anastomose; PBS, Phos-
phate-buffered saline; BDNF, Brain-derived neurotrophic factor; FGF-2, Fibroblast growth factor 2.

Zeitspanne der

Verabreichte Substanz und Konzentration

Zeitspanne der Gabe der injizierten zgj:gélﬁgiﬂ

(nach der BBA) Substanz BBA)

1 Placebo (PBS) durchgehend 0.1 M 1-28
2 Niedrigdosiertes BDNF spat 50 ng/mi 14-28
3 Mitteldosiertes BDNF spat 1 pg/mi 14-28
4 Niedrigdosiertes anti-BDNF friih + 2 ug/ml 1-13
Mitteldosiertes BDNF spat 1 pg/mi 14-28

5 Hochdosiertes anti-BDNF frih + 5 pg/ml 1-13
Hochdosiertes BDNF spat 10 pg/ml 14-28

6 Niedrigdosiertes anti-BDNF frah 2 pg/ml 1-13
7 Niedrigdosiertes FGF-2 durchgehend 500 ng/ml 1-28
8 Niedrigdosiertes FGF-2 frih + 500 ng/ml 1-13
Niedrigdosiertes BDNF spat 50 ng/mi 14-28

9 Hochdosiertes anti-BDNF friih + 5 pg/ml 1-13
Hochdosiertes FGF-2 durchgehend 10 pg/ml 1-28

10 Hochdosiertes FGF-2 durchgehend 10 pg/ml 1-28

3.4. Videobasierte Bewegungsanalyse (VBMA) der Vibrissen wahrend aktiver
Exploration

Zur Beurteilung der postoperativen Funktionswiederherstellung der Vibrissen nach exogener
Gabe von NFs wurden die Ratten sowohl pra- als auch postoperativ 28 sowie 56 Tage nach
der BBA bei der aktiven Exploration aufgenommen. Wir entschieden uns fiir zwei postopera-
tive Aufnahme- und somit Messzeitpunkte, da die Funktionswiederherstellung nach einer Ner-
vendurchtrennung ein sehr komplexer, dynamischer Prozess ist, der nicht durch eine einzige
Messung am Ende des Beobachtungszeitraums gut zu erfassen und beurteilen ware. Dabei
entsprechen die Daten, die am 28. Tag erhoben wurden, dem Zwischenergebnis, und diejeni-

gen, die am 56. Tag erhoben wurden, dem Endergebnis einer exogenen Gabe von NFs Uber
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diesen Zeitraum. Im Anschluss an die Aufnahmen erfolgte die — bereits durch mehrere Ver-
suchsreihen in unserem Arbeitskreis etablierte — videobasierte Bewegungsanalyse (VBMA,

engl. fiir video-based motion analysis) anhand dieser Videoaufzeichnungen. 131133134

Fur die VBMA war die Aufnahme und Auswertung der Bewegungen (Pro- und Retraktion) von
zwei grolden Vibrissen der Schnurrhaarreihe C (s. Abschnitt 2.3.1) auf beiden Kopfseiten not-
wendig. Alle anderen Vibrissen wurden am jeweiligen Tag vor den Videoaufnahmen nach kur-
zer Inhalationsnarkose — wie in Abschnitt 3.3 beschrieben — mit einer feinen chirurgischen

Schere kurz geschnitten.

Die Ratten wurden am darauffolgenden Tag wahrend der aktiven Exploration 3—5 Minuten lang
mit einem digitalen Camcorder (Panasonic SDR-H60; Auflésung 640x360) aufgenommen. Die
Entfernung der flr das Experiment nicht bendtigten Vibrissen sowie die Videoaufnahmen von
den Versuchstieren wahrend der aktiven Exploration wurden im Team mit Frau Priv.-Doz. Dr.
med. Dr. med. dent. Svenja Rink-Notzon, Herrn Priv.-Doz. Dr. med. Habib Bendella, Frau Lu-
isa Elles (M.Sc.) und mir selbst unter Anleitung von Herrn Prof. Dr. med. Doychin N. Angelov
durchgeflhrt.

Die Videoaufnahmen wurden im Anschluss von mir selbst Uberprift und 1,5-Sekunden-Se-
quenzen anhand festgelegter Kriterien gewahlt. Zunachst sollte der Kopf moglichst wenig be-
wegt werden, sodass die auszuwertenden Bilder (s. u.) mdglichst scharf sind. Darlber hinaus
wurden sowohl die Whisking-Frequenz als auch das Ausmal} an Pro- und Retraktion (Merkmal

der aktiven Exploration) berticksichtigt.

Diese Sequenzen wurden daraufhin mithilfe der fur Bewegungsanalyse spezialisierten Soft-
ware Peak Motus 2000 (Peak Performance Technologies, Inc., USA) in Einzelbilder umge-
wandelt. Auf jedem Einzelbild wurden schlielich (nach entsprechender Anleitung durch Herrn
Priv.-Doz. Dr. med. Habib Bendella) von mir manuell Punkte gesetzt, die fur die Berechnung
der verschiedenen Parameter (s. u.) notwendig waren. Somit entstand ein zweidimensionales
raumliches Modell, das aus insgesamt elf Punkten bestand. Drei davon galten als Referenz-
punkte: ein Punkt auf der Nasenspitze sowie jeweils einer an den beiden medialen Augenwin-
keln. Zwischen den beiden Augenwinkeln wurde eine Hilfslinie gezogen, um die senkrecht zu
dieser liegende medial-sagittale Linie zu bestimmen. Letztere verlief durch den Punkt auf der
Nasenspitze. Die tbrigen Punkte dienten zur Messung der Vibrissenbewegungen; dafir wur-
den zwei Punkte auf jeder Vibrisse gesetzt, einer an dem Vibrissenansatz und einer 0,5 cm
distal davon auf dem Haarschaft. Die durch diese zwei Punkte entstandene Linie entspricht

der Ausrichtung des Schnurrhaares (s. Abbildung 7).

Anhand der Position dieser Punkte wurden schlieRlich von der Software folgende finf Para-

meter berechnet:
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a. Die Whisking-Frequenz, definiert als die Anzahl der Zyklen von Pro- und Retraktion
pro Sekunde,

b. der Winkel der maximalen Protraktion, definiert als der nach rostral offene Winkel zwi-
schen der Ausrichtung des Haarschafts und der medial-sagittalen Linie (in Grad),

c. die Whisking-Amplitude, definiert als die Differenz zwischen maximaler Pro- und Ret-
raktion (in Grad),

d. die Winkelgeschwindigkeit wahrend der Protraktion (in Grad/Sekunde) sowie

e. die Winkelbeschleunigung wahrend der Protraktion (in Grad/Quadratsekunde).

Protraction Protraction
intact side operated side

Retraction
operated side

Retraction
intact side

B

Abbildung 7: Videobasierte Bewegungsanalyse der Vibrissen wahrend der Protraktion (A) und
Retraktion (B). Die Punkte s und d markieren die beiden medialen Augenwinkel. Die Hilfslinie s-d
dient der Bestimmung der senkrecht zu dieser liegenden medial-sagittal Linie Fr-Occ, die durch
die Nasenspitze verlauft. Auf der gesunden linken Seite Iasst sich —im Gegensatz zu der operier-
ten rechten Seite — ein groRer Unterschied zwischen dem Winkel bei Pro- und Retraktion beobach-
ten. Verwendung mit Genehmigung von Wiley. © 2020 Wiley Periodicals, Inc.
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3.5. Gewebeaufbereitung fur die neuromuskulare Inmunzytochemie

Anschlieend an die Videoaufnahmen am 56. Tag nach der BBA wurden alle Ratten mit Isof-
luran tief narkotisiert und ihr GefaRsystem mittels transkardialer Perfusion mit PBS (pH 7,4)
ausgespult. AnschlieRend wurden ihre Gewebe durch Perfusion mit 4%igem Paraformaldehyd
im gleichen Puffer fixiert. Die transkardiale Perfusion und Fixierung der Tiere sowie das Her-
auspraparieren der zu untersuchenden Muskeln (s. u.) wurden von Herrn Prof. Dr. med. Doy-

chin N. Angelov durchgefihrt.

Der M. nasolabialis — als grofster Muskel und somit Hauptvertreter der Schnurrhaarmuskula-
tur — sowohl der intakten als auch der operierten Gesichtsseite wurde unter dem Operations-
mikroskop herausprapariert und in einer Saccharoselésung kryoprotektiert. Daraufhin wurde
der Muskel mit dem Kryostaten in 30 uM-dicken Langsschnitten geschnitten; dabei entstanden
circa 32—-37 Schnitte pro Muskel.

Nach dem Fraktioniererprinzip (engl. fractionator principle) wurde jeder dritte Schnitt gewahlt

und nach dem folgenden Protokoll immungefarbt.'®

3.5.1. Immunozytochemisches Protokoll

Zur Immunfarbung der Kryostatschnitte und somit Visualisierung der intramuskuldren Axone
wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen die unten aufgefihrten Schritte durchlaufen. Kar-
zere Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur und Langere im Kuhlschrank bei 4 °C

durchgeflihrt.

Die Gewebeaufbereitung, immun- und histochemische Farbung sowie Fluoreszenzmikrosko-

pie (s. u.) wurden von der technischen Assistentin Frau Luisa Elles (M.Sc.) durchgefihrt.

Tag 1
Trocknen der Schnitte im Trockenschrank fir 30 Minuten bei 37 °C.
Zweimalige, jeweils funfminltige Spulung in PBS.

c. Inkubation in 5%igem Normalem Schafserum, 0,2%igem Triton™ X-100 und 0,02%i-
gem Natriumazid in PBS fir eine Stunde.

d. Inkubation in dem aus Kaninchen stammenden polyklonalen Antikdrper gegen das
neuronale Klasse-llI-B-Tubulin (Covance [inzwischen BioLegend, Inc.], Katalognum-
mer PRB-435P; Verdiinnung 1:1000), 0,5%igem A-Carrageen und 0,02%igem Natri-
umazid in PBS Uber Nacht im Kihlschrank bei 4 °C.
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Tag 2 und 3
Dreimalige, jeweils 15-minttige Spulung der Schnitte in PBS.
Inkubation in dem aus Schafen stammenden und an den roten Fluoreszenzfarbstoff
Cy3 konjugierten Anti-Kaninchen-1gG (Sigma-Aldrich®, Produktnummer C2306; Ver-
dinnung 1:200), 0,5%igem A-Carrageen und 0,02%igem Natriumazid in PBS fur zwei
Stunden im Kuhlschrank bei 4 °C.

c. Erneute dreimalige, jeweils 15-minttige Spulung der Schnitte in PBS.

d. Inkubation in dem aus Schlangen gewonnenen und an den griinen Fluoreszenzfarb-
stoff Alexa Fluor 488 konjugierten a-Bungarotoxin (Molecular Probes [inzwischen
Thermo Fisher Scientific], Katalognummer: B13422; Verdiinnung 1:130) fiir zwei Stun-
den bei 4 °C.

Zweimalige, jeweils 10-minutige Spulung in PBS.

N ]

10-mindtige Spulung in destilliertem Wasser.

Trocknen der Schnitte im Trockenschrank fir 30 Minuten bei 37 °C.

= @

Eindecken der Schnitte mit Fluoromount-G™ und Trocknen dieser tber Nacht.

Entfernung von Fluoromount-G™-Resten und Lagerung bei 4 °C im Kuhlschrank.

3.5.2. Fluoreszenzmikroskopie und Beurteilung der NMJs

Die Beurteilung der NMJs mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie erfolgte anhand des etablierten
Schemas aus friiheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe.’ Die Kryostatschnitte wurden
bei einer Vergrolerung von 400x unter dem Epifluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioskop 50, Carl
Zeiss AG) betrachtet. Hierfur wurden der ,Rhodamin‘-Filtersatz (Carl Zeiss Filtersatz 15, Anre-
gung BP 546/12, Strahlteiler FT 580, Emission LP 590) und der ,Fluorescein’-Filtersatz (Carl
Zeiss Filtersatz 09, Anregung BP 450-490, Strahlteiler FT 510, Emission LP 515) verwendet.

Die Beurteilung der Qualitat der Reinnervation der NMJs erfolgte anhand der Anzahl der axo-
nalen Fortsatze (rot-orangefarben; identifiziert durch die Immunfarbung von B-Tubulin), die in
die Grenzen einer NMJ (grunfarben; identifiziert durch die histochemische Farbung von Ace-
tylcholinrezeptoren) eintreten oder diese mdglicherweise verlassen. Es wurden alle NMJs be-
urteilt mit Ausnahme solcher, die auf den Oberflachen des Schnittes abgeschnitten zu sein
schienen. Zunachst wurden die NMJs anhand der griinen Farbe identifiziert und anschlielend
wurde durch Fokussierung in der Schnitttiefe die Anzahl der mit dieser assoziierten Axone

bestimmt.” Dabei entstanden drei Gruppen von NMJs:

a) Monoinnervierte NMJs: Es konnte lediglich ein Axon beobachtet werden. Als Monoin-
nervation gilt auch der Fall, bei dem verschiedene NMJs von terminalen Asten des
gleichen Motoneurons jeweils monoinnerviert werden (s. Abschnitt 2.4.3, Abbildung

8A),
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b) Polyinnervierte NMJs: Es konnten mindestens zwei Axone beobachtet werden (s. Ab-

bildung 8B).
c) Denervierte NMJs: Es konnte kein Axon beobachtet werden.

Der Anteil der zu jeder der oben genannten Gruppen gehdrenden NMJs an der Ge-

samt-NMJ-Population wurde in Prozent angegeben und wird naher im Abschnitt 4.2 behandelt.

Abbildung 8: Beurteilung des Reinnervationsmusters der neuromuskularen Endplatten (NMJs)
mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie. Die axonalen Fortsdtze werden in Orange-Rot und die
NMJs in Griin dargestellt. Das Bild A zeigt zwei NMJs, die von den terminalen Asten (Pfeile) des
gleichen Motoneurons jeweils monoinnerviert werden (Bild aus einer intakten Ratte). Im Gegen-
satz dazu ist die unten-mittig im Bild B abgebildete NMJ polyinnerviert, da sie durch zwei axonale
Fortsatze reinnerviert wird. Einer davon, der aus der benachbarten oben-links liegenden NMJ
stammt (Pfeil), gehort zu den sogenannten escaped fibers. Verwendung mit Genehmigung von
Wiley. © 2020 Wiley Periodicals, Inc.
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3.6. Statistische Evaluation

Die statistische Evaluation der erhobenen Messwerte wurde von Herrn Prof. Dr. Levent Sa-

rikcioglu mithilfe der Programmiersprache R (Version R 3.6.1) durchgefihrt. %6

Fir die parametrische statistische Testung wurde die lineare Regression (lineare Modelle) mit
Dummy-kodierten kategorialen Variablen verwendet. Dieses Verfahren entspricht einer Vari-
anzanalyse (ANOVA; engl. Analysis of Variance) fur unbalancierte Daten. Anschlieend folgte
der multiple Vergleich zwischen den Gruppen mithilfe des Tukey-HSD-Tests (engl. Tukey’s
honestly significant difference test). Um die Verstandlichkeit der Daten zu fordern, wurden die
Ergebnisse der ANOVA als der F-Wert an den entsprechenden Freiheitsgraden angegeben.
Zur Verbesserung der Lesbarkeit wurden die Zahlen aul3erdem auf eine signifikante Stelle
nach dem Komma aufgerundet. Die Wahrscheinlichkeiten fur Fehler 1. Art (p-Wert) wurden
kleiner als das nachstliegende klassischerweise akzeptierte Signifikanzniveau (z. B. p < 0,01

oder p < 0,0001) angegeben.

Es erfolgte einerseits die Auswertung der Daten, die jeweils am 28. und 56. Tag nach der BBA
durch die VBMA gewonnen wurden. Um zwischenzeitliche Veranderungen, die bei einem der-
mafen komplexen und dynamischen Prozess wie der Funktionswiederherstellung ublich sind,
sowie den zwischenzeitlichen Behandlungseffekt mit NFs zu erfassen, bestimmten wir aul3er-
dem die Amplitudendifferenz zwischen dem 28. und 56. Tag (s. Abschnitte 3.4 und 4.1.4).

Andererseits erfolgte auch die Auswertung der Daten, die aus dem Reinnervationsmuster der
NMJs gewonnen wurden. Dabei wurden zunachst die Prozentsatze der reinnervierten (mono-
innerviert und polyinnerviert) und denervierten NMJs bestimmt (s. Tabelle 4). In manchen
Gruppen fiel dabei auf, dass keine nicht-innervierten (0 %) NMJs beobachtet wurden. Somit
waren die Daten nicht normalverteilt. Aus diesem Grund wurde fir die Auswertung dieser Da-
ten die nicht-parametrische Kruskal-Wallis-ANOVA und im Anschluss die Post-hoc-Analyse

mithilfe der Holm-Korrektur verwendet.

Nach Abschluss der separaten Auswertung der oben genannten Datensatze erfolgte schliel3-
lich die Suche nach einer Korrelation zwischen der Whisking-Amplitude und dem Reinnervati-
onsmuster. FUr diesen Zweck wurde die Rangkorrelation nach Spearman verwendet. Signifi-
kante Korrelationen wurden daraufhin durch lineare Regression der Daten des Reinnervati-
onsmusters (Prozentsatz der nicht- oder polyinnervierten NMJs) mit den Daten der Funktions-
wiederherstellung (Whisking-Amplitude am 56. postoperativen Tag sowie Amplitudendifferenz

zwischen dem 28. und 56. postoperativen Tag) weiter untersucht.
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4. Ergebnisse

4.1. Quantitative Auswertung der Ergebnisse der videobasierten Bewegungs-
analyse der Vibrissen praoperativ und nach postoperativer Behandlung

mit neurotrophen Faktoren

4.1.1. Praoperative Leistungsfahigkeit der Vibrissen in intakten Ratten

In intakten Ratten bewegten sich die Vibrissen wahrend der aktiven Exploration mit einer Whis-
king-Frequenz von ~6—7 Hz. Der Winkel der maximalen Protraktion betrug ~50° und die Whis-
king-Amplitude ~60°. Wahrend der Protraktion betrug die Winkelgeschwindigkeit ~1.200°/s
und die Winkelbeschleunigung ~40.000°/s? (s. erste Zeile in Tabelle 2 und Tabelle 3).

4.1.2. Leistungsfahigkeit der Vibrissen am 28. postoperativen Tag: Kein signifi-

kanter Effekt der Behandlung mit neurotrophen Faktoren

Am 28. postoperativen Tag wurden in der mit Placebo behandelten Gruppe 1 statistisch signi-
fikante — durch die Denervation induzierte — Defizite in allen Parametern auler der Whis-
king-Frequenz beobachtet (s. Tabelle 2, Gruppe 1). Dabei zeigte sich ein erhéhter Winkel der
maximalen Protraktion (+109 % im Vergleich zu den intakten Ratten vor der BBA), eine ver-
minderte Whisking-Amplitude (=75 % vs. intakte Ratten) sowie verminderte Winkelgeschwin-

digkeit und -beschleunigung (entsprechend —81 % und —-65 % vs. intakte Ratten).

In den weiteren Gruppen (s. Tabelle 2, Gruppen 2—10) konnten die oben genannten Defizite
ebenfalls beobachtet werden. Es zeigte sich zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter Effekt
durch die Therapie mit den entsprechenden Kombinationen von NFs oder deren Antikorper
(s. Abbildung 9).

4.1.3. Leistungsfahigkeit der Vibrissen am 56. postoperativen Tag: Signifikante
Verbesserung der Whisking-Amplitude durch Gabe von anti-BDNF, FGF-2
oder deren Kombination

Auch am 56. postoperativen Tag persistierten die starken funktionellen Defizite, die am
28. Tag beobachtet wurden. Im Vergleich zu der Placebogruppe zeigte sich jedoch ein signifi-
kanter Anstieg der durchschnittlichen Whisking-Amplitude um ~10° in drei Gruppen (ANOVA
F[9/50] = 7,6; p < 0,0001; s. Tabelle 3, Abbildung 9):
a. Gruppe 6; in dieser erhielten die Ratten lediglich anti-BDNF 1-13 Tage nach der BBA
(p <0,05)
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b. Gruppe 9; in dieser erhielten die Ratten anti-BDNF 1-13 Tage nach der BBA in Kom-
bination mit hochdosiertem FGF-2 durchgehend (1-28 Tage; p < 0,05) und

c. Gruppe 10; in dieser erhielten die Ratten lediglich hochdosiertes FGF-2 durchgehend
(1-28 Tage; p < 0,05).

4.1.4. Vergleich der Leistungsfahigkeit der Vibrissen zwischen dem 28. und 56.
Tag: Signifikante Besserung der Whisking-Amplitude durch Gabe von
BDNF und FGF-2 allein oder in Kombination mit anti-BDNF

Wie bereits im Abschnitt 3.4 angesprochen, ist die postoperative Funktionswiederherstellung
der Vibrissen ein sehr dynamischer Prozess, der besser durch zwei Messungen — eine in der
Mitte (28. Tag) und eine am Ende (56. Tag) des Beobachtungszeitraums — erfasst werden
kann. Denn es ware maoglich, dass eine zunachst beobachtete gute Vibrissenfunktion durch
verschiedene Faktoren (u. a. auch die Behandlungsstrategie mit den NFs) nicht aufrechterhal-
ten oder sogar aufgehoben wird. Umgekehrt kdnnte auch eine zunachst unzureichende Vibris-
senfunktion im Verlauf verbessert werden. Um solche Veranderungen sowie den zwischen-
zeitlichen Effekt einer Therapie mit NFs zu erfassen, bestimmten wir — zusatzlich zu der Aus-
wertung der Vibrissenfunktion jeweils am 28. und 56. Tag — auch den Unterschied der Whis-
king-Amplitude (Amplitudendifferenz) zwischen dem 28. und 56. Tag und priften dabei, ob

sich dieser signifikant von Null unterschied.

Dabei zeigte sich, dass sich mindestens eine Gruppe signifikant von Null unterschied
(F[10/50] = 3,5; p = 0,001). In insgesamt drei Gruppen konnte eine signifikante Besserung der
Funktion nach exogener Gabe von NFs festgestellt werden (s. Tabelle 2 und Tabelle 3):
1. Gruppe 3; in dieser Gruppe erhielten die Ratten mitteldosiertes BDNF 14-28 Tage
nach der BBA (Amplitudendifferenz = 9; p < 0,05)
2. Gruppe 9; in dieser erhielten die Ratten anti-BDNF 1-13 Tage nach der BBA in Kom-
bination mit hochdosiertem FGF-2 ber die gesamte Untersuchungsdauer durchge-
hend (Amplitudendifferenz = 13; p < 0,005)
3. Gruppe 10; in dieser erhielten die Ratten lediglich hochdosiertes FGF-2 durchgehend
(Amplitudendifferenz = 9,33; p < 0,05).

4.2. Auswertung der Qualitat der Reinnervation

Wie in Abschnitt 3.5.2 bereits erwahnt, wurde mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie zunachst
die Anzahl der mono-, poly- oder nicht-innervierten NMJs bestimmt und ihr prozentualer Anteil

an der Gesamt-NMJ-Population berechnet (s. Tabelle 4).
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Die mittels ANOVA durchgeflhrte statistische Auswertung dieser Daten zeigte signifikante Ef-
fekte der Behandlung auf den Anteil polyinnervierter NMJs im reinnervierten M. nasolabialis
(F[9/50] = 8,5; p <0,0001). Im Anschluss durchgefiihrte multiple Vergleiche zeigten jedoch
entgegen unseren Erwartungen, dass die Gruppen 6, 9 und 10 — die einen signifikanten An-
stieg der Amplitude in der VBMA zeigten — keinen signifikant geringeren Anteil an polyinner-
vierten NMJs aufwiesen. Im Gegensatz dazu zeigten die Gruppen 2, 7 und 8 — bei denen sich
keine signifikante Verbesserung der Amplitude feststellen lie — signifikant weniger polyinner-
vierte NMJs. In diesen drei Gruppen (2, 7, 8) zeigten sich dartber hinaus signifikant mehr
nicht-innervierte NMJs: Dies liel3 sich sowohl durch die Kruskal-Wallis-ANOVA feststellen
(x? = 47,7; df = 9; p < 0,0001) als auch durch die signifikanten Ergebnisse der Post-hoc-Tes-
tung mit entsprechend 17,8 £ 15,2 % (p < 0,0001), 15,6 £4,5 % (p < 0,001) und 16,4 £ 9,0 %
(p < 0,001) bestatigen (s. Tabelle 4).

4.3. Verhaltnis zwischen der Whisking-Amplitude und dem prozentualen An-

teil an nicht-innervierten NMJs

Die Tiere in der Gruppe 9 (Behandlung mit anti-BDNF 1-13 Tage nach der BBA in Kombination
mit hochdosiertem FGF-2 1-28 Tage durchgehend) zeigten am 56. Tag die grofite Whis-
king-Amplitude — und somit die beste Funktionswiederherstellung der Vibrissen — bei gleich-
zeitig vollstandiger Reinnervation, d. h. Fehlen von nicht-innervierten NMJs (s. Tabelle 3 und
Tabelle 4). Auch die Gruppe 10 (Behandlung lediglich mit hochdosiertem FGF-2 1-28 Tage
durchgehend) war durch das Fehlen von nicht-innervierten NMJs gekennzeichnet; in dieser
war jedoch die Whisking-Amplitude signifikant geringer als in der Gruppe 9 (allerdings signifi-
kant héher als in der Placebogruppe; s. Tabelle 3 und Tabelle 4).

Die zunachst durchgefihrte Rangkorrelation nach Spearman zeigte eine schwache bis mittlere
negative Korrelation zwischen der Whisking-Amplitude und dem Anteil an nicht-innervierten
NMJs (Spearmans p = -0,39; p < 0,01). Dementsprechend lasst sich am 56. postoperativen
Tag eine kleine, aber pradiktive Signifikanz zwischen den funktionellen und anatomischen Ver-

haltnissen feststellen.

Im Anschluss erfolgte die Regressionsanalyse (lineare Regression) des prozentualen Anteils
nicht-innervierter NMJs und der Whisking-Amplitude sowohl am 56. als auch zwischen dem
28. und 56. Tag nach der BBA (Amplitudendifferenz). Dabei zeigte sich einerseits, dass das
Ausmal der Denervation am 56. postoperativen Tag ein signifikanter Pradiktor fir verminderte
Whisking-Amplitude (F[1/58] = 6,136; p < 0,05) und verantwortlich fir ca. 10 % der Varianz ist
(R%? = 0,096). Denn die Regressionsanalyse sagte voraus, dass jeder Anstieg der nicht-inner-

vierten NMJs um 1 % eine durchschnittliche Abnahme der Amplitude um 0,25° zur Folge hatte.
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Andererseits liel3 sich auch eine starke Korrelation der Amplitudendifferenz mit dem Anteil
nicht-innervierter NMJs feststellen. Fur einen Anstieg der nicht-innervierten NMJs um 1 %
sagte das Modell eine durchschnittliche Abnahme der Amplitudendifferenz um 0,58° voraus
(F[1/58] = 11,937; p = 0,001); dies wiederum verursacht ~17 % der Varianz (R? = 0,17). Infol-
gedessen sagt die lineare Regression einen engeren Zusammenhang der Amplitudendifferenz
— als der absoluten Whisking-Amplitude am 56. Tag nach der BBA — mit den morphologischen

Anderungen im Muskel, d. h. der Reinnervation, vorher.
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Tabelle 2: Ergebnisse der videobasierten Bewegungsanalyse in intakten Ratten vor der Buccalis-Buccalis-Anastomose (BBA) sowie am 28. Tag nach der BBA in
Ratten, die entweder mit Placebo (Gruppe 1) oder mit Kombinationen von neurotrophen Faktoren bzw. deren neutralisierenden Antikdrpern behandelt wurden
(Gruppen 2-10). PBS, Phosphate-buffered saline; BDNF, Brain-derived neurotrophic factor; FGF-2, Fibroblast growth factor 2. ,Frih* 1-13 Tage nach der BBA,;
,Spat' 14-28 Tage nach der BBA sowie ,Durchgehend’ 1-28 Tage nach der BBA.

Verabreichte Substanz und Winkel der Winkelgeschwin- Winkelbeschleuni-
Tier- . Frequenz maximalen Amplitude digkeit wahrend gung wahrend der
Zeitspanne der Gabe . . . . .
gruppe (nach der BBA) (in Hz) Protraktion (in Grad) der Protraktion Protraktion
(in Grad) (in Grad/s) (in Grad/s?)
(vé?tglétA) - 72414 56 + 13 65+ 15 1.277 + 695 42.174 +21.158
1 Placebo (PBS) durchgehend 6,5+2,1 117 £ 10 16+5 244 + 133 14.800 + 14.495
2 Niedrigdosiertes BDNF spat 8,0+23 106 + 22 26 +10 362 + 151 29.200 + 28.460
3 Mitteldosiertes BDNF spat 6,2+1,5 117 £ 10 12+5 155 + 36 7.968 + 5.617
4 Niedrigdosiertes anti-BDNF fruh + 6,0+ 2,1 114 +13 15 + 10 173 + 90 9.668 + 8.964

Mitteldosiertes BDNF spat

Hochdosiertes anti-BDNF frih +
S Hochdosiertes BDNF spit 8,8+37 105+ 10 15+4 311+ 189 17.618 + 19.804

6 Niedrigdosiertes anti-BDNF friih 71+13 107 + 22 19 + 16 314 + 301 11.795 + 8.964
7 Niedrigdosiertes FGF-2 durchgehend 6,5+12 93 +17 28 + 14 391 + 266 15.794 + 14.266
8 Niedrigdosiertes FGF-2 frih + 55+ 1.6 95+ 12 23+9 329 + 226 7.914 + 5.326

Niedrigdosiertes BDNF spat

Hochdosiertes anti-BDNF frih +
9 Hochdosiertes FGF-2 durchgehend 8,3+4,3 111 +£12 18+ 8 213+ 114 12.893 + 14.750

10 Hochdosiertes FGF-2 durchgehend 78+23 110 + 20 20+ 10 308 + 206 18.084 + 15.418
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Tabelle 3: Ergebnisse der videobasierten Bewegungsanalyse in intakten Ratten vor der Buccalis-Buccalis-Anastomose (BBA) sowie am 56. Tag nach der BBA in
Ratten, die entweder mit Placebo (Gruppe 1) oder mit Kombinationen von neurotrophen Faktoren bzw. deren neutralisierenden Antikdrpern behandelt wurden
(Gruppen 2—10). Die Gruppendurchschnittswerte, die sich signifikant von der Placebogruppe 1 unterscheiden, werden mit einem Asterisk gekennzeichnet (jeweils
p < 0,05). PBS, Phosphate-buffered saline; BDNF, Brain-derived neurotrophic factor; FGF-2, Fibroblast growth factor 2. ,Frih‘ 1-13 Tage nach der BBA, ,Spat' 14—
28 Tage nach der BBA sowie ,Durchgehend' 1-28 Tage nach der BBA.

Verabreichte Substanz und Winkel der Winkelgeschwin- Winkelbeschleuni-
Tier- . Frequenz maximalen Amplitude digkeit wahrend gung wahrend der
Zeitspanne der Gabe : : : . .
gruppe (nach der BBA) (in Hz) Protraktion (in Grad) der Protraktion Protraktion
(in Grad) (in Grad/s) (in Grad/s?)
(V(')':tg'étA) - 72414 56 + 13 65+ 15 1.277 + 695 42.174 +21.158
1 Placebo (PBS) durchgehend 6,7+1,5 107 £ 19 18+4 368 + 335 12.872 £ 11.592
2 Niedrigdosiertes BDNF spat 70+1,8 105+ 10 18+3 274 + 108 21.012 + 24.529
3 Mitteldosiertes BDNF spat 57+1,5 93 + 22 21+8 269 + 121 9.065 + 5.324
Niedrigdosiertes anti-BDNF fruh +
4 Mitteldosiertes BDNF spét 6,3+ 1,0 98 + 14 23+4 367 + 153 12.790 + 3.460
Hochdosiertes anti-BDNF frih +
5 Hochdosiertes BDNF spat 8,1+58 101 £ 16 14 +4 374 + 438 17.264 + 24.176
6 Niedrigdosiertes anti-BDNF frih 6,5+1,0 100 £ 12 28+6* 345 + 148 14.926 + 8.267
7 Niedrigdosiertes FGF-2 durchgehend 6,2+1,5 91+ 22 19+7 286 + 211 21.600 + 33.673
Niedrigdosiertes FGF-2 friih +
8 Niedrigdosiertes BDNF spiit 71+£15 88 + 25 18+5 314 + 262 20.500 + 25.378
Hochdosiertes anti-BDNF frih + *
9 Hochdosiertes FGF-2 durchgehend 71+13 91+ 11 32+3 358 + 120 13.674 + 6.083
10 Hochdosiertes FGF-2 durchgehend 6,7+ 1,8 95+ 9 29 +4%* 441 £ 166 16.963 + 8.041
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1. BBA+Placebo
[C]7] 2. BBA+BDNF (50 nanog/ml)
=1=] 3. BBA+BDNF (1 micorg/ml)

I T 4. BBA+anti-BDNF (2 microg/ml) +BDNF (1 microg(ml)
75 1 B [17] 5. BBA+anti-BDNF (5 microg/ml) + BDNF (10 microg/ml)
1 [C17] 6. BBA+anti-BDNF (2 microg/ml)
T [CI] 7. BBA+FGF2 (500 nanog/ml)
] T [ZI7 8. BBA+FGF2 (500 nanog/ml) + BDNF (50 nanog/ml)
l |:|:| 9. BBA+anti-BDNF (5 microg/ml) + FGF2 (10 microg/ml)
L1/ ELE] 10. BBA+FGF2 (10 microg/ml)

Amplitude in degrees

ol

e

e —

T E——
*
=
*

Intact rats 28 days after BBA 56 days after BBA

Abbildung 9: Durchschnittliche Whisking-Amplitude (in Grad; Amplitude in degrees; + Standardabweichung) in den
verschiedenen Tiergruppen vor der Buccalis-Buccalis-Anastomose (BBA; Rats before BBA, no treatment) sowie am 28. und
56. postoperativen Tag (28 bzw. 56 days after BBA). Der — im Vergleich zu der Placebogruppe 1 — signifikante Anstieg der
Amplitude am 56. Tag in den Gruppen 6, 9 und 10 wird mit einem Asterisk gekennzeichnet (jeweils p < 0,05). BDNF, Brain-
derived neurotrophic factor; FGF-2, Fibroblast growth factor 2. Verwendung mit Genehmigung von Wiley. © 2020 Wiley Perio-
dicals, Inc. Farbung der Grafik durch Herrn Prof. Dr. med. Doychin N. Angelov.
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Tabelle 4: Reinnervationsmuster des Musculus nasolabialis in intakten Ratten vor der Buccalis-Buccalis-Anastomose (BBA) sowie am 56. Tag nach der BBA in
Ratten, die entweder mit Placebo (Gruppe 1) oder mit Kombinationen von neurotrophen Faktoren bzw. deren neutralisierenden Antikdrpern behandelt wurden
(Gruppen 2-10). Die Gruppendurchschnittswerte, die sich signifikant von der Placebogruppe 1 unterscheiden, werden mit einem Asterisk gekennzeichnet (jeweils
p < 0,05). PBS, Phosphate-buffered saline; BDNF, Brain-derived neurotrophic factor; FGF-2, Fibroblast growth factor 2. ,Frih‘ 1-13 Tage nach der BBA; ,Spat' 14—
28 Tage nach der BBA sowie ,Durchgehend' 1-28 Tage nach der BBA.

Neuromuskulare

Verabreichte Substanz und Endplatten

Tiergruppe Zeitspanne der Gabe
(nach der BBA)
Monoinnerviert (%) Polyinnerviert (%) Nicht-innerviert (%
Intakt
(vor BBA) - 100+ 0 0+0 0+0
1 Placebo (PBS) durchgehend 15+9 83+10 2+1,8
2 Niedrigdosiertes BDNF spit 26 +5 56 + 15 * 18 +15*
3 Mitteldosiertes BDNF spat 19+12 80+12 1+0,9
Niedrigdosiertes anti-BDNF fruh +
4 Mitteldosiertes BDNF spit 29+8 6711 4+35
Hochdosiertes anti-BDNF fruh +
5 Hochdosiertes BDNF spat 14+5 85+6 1+1
6 Niedrigdosiertes anti-BDNF fruh 20+4 77+4 2+1
7 Niedrigdosiertes FGF-2 durchgehend 31+10 53+8% 16+4%
Niedrigdosiertes FGF-2 frih + * *
8 Niedrigdosiertes BDNF spat 26+13 5815 16+9
Hochdosiertes anti-BDNF frih +
9 Hochdosiertes FGF-2 durchgehend 30+5 70+5 0£0
10 Hochdosiertes FGF-2 durchgehend 25+5 75+4 0+0
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5. Diskussion

In dieser Studie untersuchten wir den Einfluss der exogenen Gabe von NFs bzw. deren neut-
ralisierenden Antikorpern auf die Funktionswiederherstellung der Vibrissen sowie das Rein-
nervationsmuster. Die NFs — in verschiedenen Dosierungen und Kombinationen — dienten so-
mit als Behandlungsmoglichkeit nach einer operativen Durchtrennung und Reanastomosie-

rung des R. buccalis (Ast des N. facialis).

Dabei zeigte die Auswertung der VBMA-Ergebnisse, dass sich am 28. postoperativen Tag kein
signifikanter Behandlungseffekt feststellen lie®. Erst am 56. Tag nach der BBA konnte ein sig-
nifikanter Anstieg der Amplitude um ca. 10° beobachtet werden. Dies war der Fall in den Grup-
pen 6, 9 und 10, die niedrig- bzw. hochdosiertes anti-BDNF friih (Tag 1-13), hochdosiertes
FGF-2 durchgehend (Tag 1-28) oder eine Kombination der beiden erhielten. Es wurde auler-
dem mithilfe der Amplitudendifferenz, die den zwischenzeitlichen Behandlungseffekt wider-
spiegeln sollte, geprift, ob es im spateren Verlauf des Versuchs zu einer signifikanten Besse-
rung der Vibrissenfunktion durch die Gabe von NFs kam. Dies war in den Gruppen 9 und 10
(s. 0.) sowie in der Gruppe 3, in der die Tiere lediglich mitteldosiertes BDNF spat (Tag 14—-28)

bekamen, der Fall.

Bei der Auswertung des Reinnervationsmusters zeigten allerdings alle oben genannten Grup-
pen keinen signifikant geringeren Anteil an polyinnervierten NMJs. Dies liel3 sich stattdessen
in den Gruppen 2, 7 und 8 beobachten, die mit niedrigdosiertem BDNF spat (Tag 14-28),
niedrigdosiertem FGF-2 friih oder durchgehend (Tag 1-13 oder 1-28) sowie deren Kombina-
tion behandelt wurden. In diesen Gruppen lief3 sich jedoch keine signifikante funktionelle Bes-
serung der Vibrissen in der VBMA feststellen. Aul3erdem zeigten diese Gruppen einen signifi-
kant héheren Anteil an nicht-innervierten NMJs im Vergleich zu den anderen Gruppen und
insbesondere zu den Gruppen 9 und 10, die eine vollstandige Reinnervation (d. h. Fehlen von

nicht-innervierten NMJs) erreichen konnten.

SchlieRlich wurde bei der Gegenuberstellung der Daten der VBMA und der Reinnervation eine
schwache negative Korrelation zwischen der Amplitude und dem Anteil nicht-innervierter
NMJs festgestellt. Die lineare Regression bestatigte dies, indem sie fur jeden Anstieg der
nicht-innervierten NMJs um 1 % eine durchschnittliche Abnahme der Amplitude um 0,25° am
56. postoperativen Tag sowie eine durchschnittliche Abnahme der Amplitudendifferenz um

0,58° vorhersagte.
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5.1. Rolle der neurotrophen Faktoren fur die Reinnervation und Funktionswie-

derherstellung der Vibrissen
5.1.1. BDNF

Unseren Auswertungen zufolge flhrte die friilhe Neutralisierung von BDNF mit anti-BDNF
(Tag 1-13) sowohl in niedriger Dosierung als alleiniges Praparat (Gruppe 6) als auch in hoher
Dosierung in Kombination mit durchgehend verabreichtem hochdosiertem FGF-2 (Gruppe 9)
zu einer Verbesserung der Vibrissenfunktion, gekennzeichnet durch den Anstieg der
Amplitude am 56. Tag sowie durch eine signifikante Amplitudendifferenz. Allerdings schienen
diese Therapiemoglichkeiten keinen Effekt auf die Polyinnervation der NMJs zu haben, deren
Auftreten nicht signifikant abnahm. Im Gegensatz dazu flihrte eine spate Verabreichung nied-
rigdosierten BDNFs (Tag 14—28) entweder als alleiniges Praparat (Gruppe 2) oder in Kombi-
nation mit niedrigdosiertem, frithem FGF-2 (Gruppe 8) zu einer signifikanten Abnahme der

Polyinnervation bei allerdings fehlender funktioneller Verbesserung der Vibrissenfunktion.

Die friihe Neutralisierung von BDNF hatte keinen signifikanten Einfluss auf die — auch bei der
Placebogruppe geringe — Anzahl nicht-innervierter NMJs und keinen signifikanten Einfluss auf
die Polyinnervation dieser; dies liefl3 sich in allen Gruppen, die anti-BDNF erhielten, beobach-
ten (Gruppen 4, 5, 6 und 9). In diesen Gruppen kam es jedoch nur bedingt zu einer funktionel-
len Besserung der Vibrissenfunktion: Wahrend sich in den Gruppen 6 und 9 eine signifikante
Amplitudenerhéhung am 56. Tag feststellen lie3, war das bei den Gruppen 4 und 5 nicht der
Fall. In letzteren zwei Gruppen wurde die frihe Behandlung mit anti-BDNF mit einer anschlie-
Renden Behandlung mit mittel- oder hochdosiertem BDNF kombiniert. Eine solche spate
BDNF-Zugabe kénnte dementsprechend dem positiven Effekt der initialen Neutralisierung auf

die Vibrissenfunktion entgegenwirken.

Eine spate Verabreichung (Tag 14-28) von niedrigdosiertem BDNF entweder als alleinige
Substanz (Gruppe 2) oder in Kombination mit frihem niedrigdosiertem FGF-2 (Gruppe 8)
fuhrte zu einem signifikant geringeren Anteil an polyinnervierten NMJs im Vergleich zu der
Placebogruppe. Dabei liefd sich jedoch beobachten, dass in diesen Gruppen der Anteil nicht-in-
nervierter NMJs gleichzeitig stieg. Dies konnte einen Erklarungsansatz bieten, warum bei die-
sen Gruppen mit signifikant geringerer Polyinnervation keine signifikante Besserung der Vibris-
senfunktion festgestellt werden konnte. Die Reinnervation scheint hier weniger ausgepragt zu
sein. Die spate Gabe moderater und hoher BDNF-Dosierungen als alleinige Substanz oder in
Kombination mit frihem anti-BDNF (Gruppen 3, 4 und 5) zeigte dagegen keinen signifikanten

Unterschied zu der Placebogruppe bezuglich der Poly- und Nicht-Innervation von NMJs.

Zusammenfassend lassen sich aus den obigen Beobachtungen zwei Schlisse ziehen. Erstens

scheint die friihe Neutralisierung von BDNF entweder als alleinige Therapiemdoglichkeit oder
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in Kombination mit hochdosiertem, durchgehend verabreichtem FGF-2 einen positiven Ein-
fluss auf die Amplitude bei gleichbleibender Polyinnervation zu haben. Zweitens scheint die
Dosierung einer spaten BDNF-Gabe fir das Reinnervationsmuster von Bedeutung zu sein.
Dabei fihren niedrige Dosierungen zu einer signifikanten Abnahme der Polyinnervation — im
Vergleich zu der Placebogruppe — bei allerdings steigendem Anteil an nicht-innervierten NMJs

sowie fehlender Besserung der Vibrissenfunktion.

5.1.2. FGF-2

Die durchgehende Gabe (Tag 1-28) von hochdosiertem FGF-2 als alleinige Therapiemdglich-
keit (Gruppe 10) oder in Kombination mit frihem (Tag 1-13) anti-BDNF (Gruppe 9) flihrte zu
einer signifikanten Amplitudenerhéhung am 56. Tag sowie einer signifikanten Amplitudendif-
ferenz, ohne jedoch einen signifikanten Einfluss auf die Polyinnervation im Vergleich zu der
Placebogruppe zu haben. Dabei fallt auRerdem auf, dass in diesen Gruppen keine nicht-inner-

vierten NMJs nachgewiesen werden konnten, was dem intakten Zustand entspricht.

Niedrigdosiertes FGF-2 entweder als alleinige Substanz durchgehend verabreicht (Gruppe 7)
oder in der frihen Phase (Tag 1-13) in Kombination mit spatem niedrigdosiertem BDNF ge-
geben (Gruppe 8), scheint dagegen zu einer signifikanten Abnahme der Anzahl an polyinner-
vierten NMJs zu fiihren, ohne allerdings einen Einfluss auf die funktionelle Vibrissenfunktion
auszuuben. In letzteren beiden Gruppen ist — im Gegensatz zu den ersteren zwei — auffallig,
dass die Anzahl an nicht-innervierten NMJs steigt. Auch hier scheint die Reinnervation insge-

samt weniger ausgepragt zu sein.

Abschlieend lasst sich aus diesen Beobachtungen entnehmen, dass die verabreichte Dosis
von FGF-2 eine entscheidende Rolle zu spielen scheint. Die durchgehende Therapie mit hoch-
dosiertem FGF-2 (alleinig oder in Kombination mit anti-BDNF) flhrt zu einer vollstandigen
Reinnervation und zu einem signifikanten Amplitudenanstieg, ohne jedoch einen signifikanten
Einfluss auf die Polyinnervation zu haben. Im Gegensatz dazu kommt es bei einer Behandlung
mit niedrigdosiertem FGF-2 zu einer signifikanten Abnahme der Polyinnervation bei jedoch
gleichzeitiger steigender Anzahl an nicht-innervierten NMJs sowie fehlender funktionellen Bes-

serung der Vibrissenfunktion.
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5.2. Rolle des Reinnervationsmusters an mangelhafter Funktionswiederher-

stellung der Vibrissen

Ein fehlerhaftes Reinnervationsmuster nach einer Nervendurchtrennung wird seit Langerem
als einer der entscheidenden limitierenden Faktoren fur eine zufriedenstellende Funktionswie-
derherstellung der Target-Muskulatur betrachtet.®4° Wie im Abschnitt 2.7 bereits beschrieben,
kénnen Fehler bei der Reinnervation sowohl am Lasionsort als auch im Bereich der NMJs
vorkommen. Einerseits kdnnen die regenerierenden Axone am Lasionsort in die falsche En-
doneuralscheide hineinwachsen und damit das falsche Zielgewebe reinnervieren.?® Dies wird
auch durch das sogenannte kollaterale axonale Branching begunstigt: Dieser Begriff be-
schreibt das Phinomen, bei dem aus jedem Axon mehrere Kollateralen entspringen.'®8182
Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass aus dem gleichen Axon stammende Kolla-
teralen in mehrere Endoneuralscheiden wachsen und somit anderes Zielgewebe als das Ur-
sprungliche erreichen. Dieses Phanomen war kein Untersuchungsobjekt des vorliegenden Ex-
periments. Andererseits kommt es auch zu der Polyinnervation der NMJs, bei der eine NMJ

aus mehr als einem terminalen Ast reinnerviert wird (s. Abschnitt 2.7).88

Mehrere Studien konnten zeigen, dass verschiedene Methoden, die zu einer Abnahme der
Polyinnervation fuhrten, mit einer besseren Funktionswiederherstellung der Vibrissen assozi-
iert waren. GROSHEVA ET AL. (2008) zeigten beispielsweise, dass die Stabilisierung von Mikro-
tubuli durch lokal appliziertes Taxol zu einer Abnahme der Polyinnervation der NMJs bei
gleichzeitiger funktioneller Besserung fiihrte.*® Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch meh-
rere Studien, die manuelle Stimulation der denervierten Muskulatur als therapeutische Még-

lichkeit nutzten. 37139

Einzelne Studien der letzten drei Jahrzehnte — darunter auch die vorliegende Arbeit — deuten
jedoch darauf hin, dass das Reinnervationsmuster méglicherweise einen geringeren Einfluss

auf das funktionelle Ergebnis auslbt, als ihm bisher zugeschrieben wurde.

Zunachst stellten ToMoVv ET AL. (2002) fest, dass die blinden SD/RCS-Ratten eine perfekte
Wiederherstellung der Vibrissenfunktion erreichten, obwohl sich die Genauigkeit der Reinner-
vation der Muskulatur und das ausgepragte axonale Branching nicht signifikant von den nor-
malsichtigen Ratten unterschied. Sie schrieben die gute Funktionswiederherstellung der gro-
Ren Plastizitat der fazialen Motoneuronen zu, die durch die — fiir das Uberleben in der Natur
notwendige — zwangslaufige Uberbeanspruchung der Vibrissen bei den blinden Ratten bedingt

war. '3

GUNTINAS-LICHIUS ET AL. (2005) beobachteten daruber hinaus, dass das axonale Branching
nicht die entscheidende Rolle fir eine gute Funktionswiederherstellung zu spielen scheint.
Eine Reduktion des kollateralen axonalen Branching fiihrte dementsprechend laut den Ergeb-

nissen der Bewegungsanalyse zu keiner signifikant besseren Vibrissenfunktion.” MACKINNON
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ET AL. (1991) haben — dazu passend — gezeigt, dass sich die Anzahl der Nervenfasern distal
der Lasion 24 Monate nach der Nervendurchtrennung wieder normalisiert. Das spricht dafr,
dass Kollateralen, die kein angemessenes Ziel erreicht haben, im Verlauf eliminiert werden.®’
Dies unterstltzt ebenfalls die Hypothese, dass die Aussprossung von Axonkollateralen nicht

der fihrende Grund fiir eine unzureichende Funktionswiederherstellung ist.

Obwohl GUNTINAS-LICHIUS ET AL. (2005) herausfanden, dass der Anteil polyinnervierter NMJs
bei den blinden deutlich niedriger als bei den normalsichtigen Ratten war, konnte der Schluss,
dass hieraus die Unterschiede in der Funktionswiederherstellung resultierten, nicht durch das
vorliegende Experiment bestéatigt werden.”® Denn bei den Gruppen, die eine signifikante
Amplitudenerhéhung am 56. Tag oder eine signifikante Amplitudendifferenz aufwiesen (Grup-
pen 3, 6, 9 und 10), konnte keine signifikant geringere Polyinnervation der NMJs im Vergleich
zu der Placebogruppe festgestellt werden. Das kénnte daher dagegensprechen, dass die
NMJ-Polyinnervation einer der entscheidenden Einflussfaktoren auf die erfolgreiche Funkti-
onswiederherstellung ist. Auffallig war jedoch bei all diesen Gruppen, dass sie einen sehr nied-
rigen Anteil an nicht-innervierten NMJs aufwiesen; in den Gruppen 9 und 10 war die Reinner-
vation sogar vollstandig. Umgekehrt konnte eine Besserung der Vibrissenfunktion in den Grup-
pen 2, 7 und 8, die einen signifikant geringeren Anteil polyinnervierter NMJs aufwiesen, mog-
licherweise durch den gleichzeitigen deutlichen Anstieg des Anteils nicht-innervierter NMJs
ausgeblieben sein. Dies wirde somit einen Hinweis auf die Bedeutung einer erfolgreichen
Reinnervation — unabhangig von ihrem Muster — bieten. Diese These wird wiederum auch von
dem Vorhersagemodell der linearen Regression unterstutzt, das eine Abnahme der Amplitude

bei steigendem Anteil nicht-innervierter NMJs vorhersagte (s. Abschnitt 4.3).

Zusammenfassend lasst sich anhand der oben aufgefihrten Studienergebnisse spekulieren,
dass das Reinnervationsmuster moglicherweise eine geringere Rolle spielt, als bisher vermu-

tet. Kiinftige Experimente kdnnten mehr Einblicke in diesen Bereich geben.

5.3. Limitationen der Studie

Eine Limitation der vorliegenden Studie stellt der Untersuchungszeitraum dar. MACKINNON ET
AL. (1991) zeigten in einem Experiment mit Ratten, dass es circa zwei Jahre dauert, bis sich
die initiale Erhohung der Nervenfaseranzahl wieder normalisiert.2” Somit kdnnen die — aus
einer Applikationsdauer der NFs von 28 Tagen und einer insgesamten Beobachtungsdauer
von 56 Tagen — gewonnenen Ergebnisse nur begrenzt eine Aussage Uber die langfristige the-

rapeutische Wirkung von NFs machen.

Darlber hinaus bestand jede Gruppe aus lediglich sechs Ratten. Eine héhere Anzahl von Tie-

ren pro Gruppe wirde zu belastbareren Ergebnissen flihren.
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Fir zukinftige Arbeiten mit Bewegungsanalyse sollte aulRerdem eine Videokamera mit héhe-
rer Auflésung verwendet werden, so dass die Vibrissen noch genauer dargestellt werden kon-
nen. Dies wurde zu geringeren — bei schlechter Auflésung unvermeidbaren — Messfehlern flih-
ren. Auch die VBMA-Software sollte auf dem neuesten Stand aktualisiert werden, sodass die

Kompatibilitat mit hdher auflésenden Videokameras gewahrleistet bleibt.

Es ware zudem mdglich, dass die verabreichten NFs aus folgenden Grinden keine ausrei-
chende Wirkung entfalteten. Zunachst kénnten die — von PeproTech hergestellten — verwen-
deten Substanzen nicht funktionsfahig sein. Dies halten wir jedoch flir unwahrscheinlich, da
ein friiheres Experiment mit von PeproTech hergestellten NFs (BDNF, FGF-2) eine in vivo
und/oder in vitro Axonregeneration zeigte.'?® Zweitens konnten die NFs moglicherweise
schneller metabolisiert werden als die Injektionen gegeben wurden; dies kdnnte auch durch
ihre kurze Halbwertszeit erklart werden. Aus diesem Grund fuhrten wir die Injektionen im
24-Stunden Intervall durch; ein kleineres Intervall zwischen den Injektionen war aus ethischen
Grinden nicht vertretbar. Da jedoch eine Messung der Restmenge an NFs, die im Bereich der
Schnurrmuskulatur blieb, nicht méglich war, kdnnen wir nicht gewahrleisten, dass die taglichen
Injektionen die optimalen Konzentrationen lieferten. Drittens musste die verabreichte Dosis
der NFs mdglicherweise angepasst werden. Da dieses Experiment das erste Mal darstellt, bei
dem NFs in die denervierten Muskeln gespritzt wurden, orientierten wir uns an der von Pepro-
Tech und SANTOS ET AL. (2016) vorgeschlagenen niedrigsten Dosierung und untersuchten zu-
séatzlich den Effekt hoherer Dosierungen.'?® Die optimalen Dosierungen und Zeitabstande zwi-

schen Applikationen sollten jedoch in zuklnftigen Studien genauer untersucht werden.

5.4. Fazit und Zukunftsaussichten

Unter Berlcksichtigung unserer Beobachtungen lasst sich darauf schlieRen, dass die in-
tramuskulare Applikation bestimmter Kombinationen und Dosierungen von neurotrophen Fak-
toren zu gewissen Zeitpunkten die Wiederherstellung der Vibrissenfunktion férdern kann, ohne
jedoch Einfluss auf den Anteil der Polyinnervation im Reinnervationsmuster der NMJs zu ha-

ben.

Dies ist unseren Ergebnissen zufolge der Fall bei der frihen Neutralisierung von BDNF (mittels
anti-BDNF) und der durchgehenden Gabe (28 Tage lang) von hochdosiertem FGF-2, entweder
einzeln oder miteinander kombiniert. Hochdosiertes FGF-2 (mit oder ohne anti-BDNF) scheint

aullerdem in der Lage zu sein, eine vollstdndige Innervation wiederherzustellen.

Bei der Gabe von niedrigdosiertem BDNF und FGF-2 — entweder einzeln oder in Kombination

miteinander — kam es dagegen zu einer signifikanten Abnahme des Anteils polyinnervierter
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NMdJs bei allerdings gleichzeitigem Anstieg der nicht-innervierten NMJs sowie fehlender Bes-
serung der Vibrissenfunktion. Die ausgebliebene Besserung der Vibrissenfunktion kdnnte
durch den erhdhten Anteil nicht-innervierter NMJs erklart werden und wirde die Rolle einer

erfolgreichen Reinnervation betonen.

Zukunftige Studien sind daher notwendig, um — bei bisherigem uneindeutigem Forschungs-
stand — den Einfluss des Reinnervationsmusters auf die Vibrissenfunktion genauer zu unter-
suchen. Es ware ebenfalls erforderlich, nach weiteren, bisher unerkannten Ursachen einer
mangelhaften postlasionalen Funktionswiederherstellung zu suchen. Die intramuskulare Ver-
abreichung neurotropher Faktoren bietet eine neue, vielversprechende Therapiemdglichkeit,
die die Funktionswiederherstellung férdern kénnte. Uber die genauen Dosierungen, Kombina-
tionen und Zeitpunkte der Gabe von neurotrophen Faktoren sollte daher ebenfalls geforscht

werden.
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7. Anhang

7.1. Abbildungsverzeichnis

Abbildung

Abbildung 1

Titel

Schematische Darstellung der Organisation der Vibrissen in der Schnurrhaarregion
der Ratte. Die Vibrissen sind in funf waagerechten (A—E) Reihen und einer sich kau-
dal davon befindlichen senkrechten (a—6) Reihe angeordnet. Abgebildet wird aul3er-
dem der Verlauf des extrinsischen Musculus nasolabialis, der in dieser Studie behan-
delt wird. In Anlehnung an BOSMAN ET AL. (2011).

Seite
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Abbildung 2

Schematische Darstellung der Innervation der Schnurrhaarregion durch Aste des
Nervus (N.) facialis bei der Ratte. Der N. facialis verlasst das Schlafenbein durch das
Foramen stylomastoideum und verzweigt sich anschlieRend in mehrere Aste. A, Ra-
mus (R) auricularis posterior; B, R. temporalis; C, R. zygomaticus; D, R. buccalis; E,
R. marginalis mandibulae; F, Rami cervicales; G, R. stylohyoideus; H, R. digastricus
posterior. Abgebildet ist auBerdem der distale Pes, der durch die Verschmelzung des
R. buccalis und R. marginalis mandibulae entsteht, sowie die drei Zweige, die aus
diesem entspringen (durch die Einrahmung hervorgehoben). In Anlehnung an HEN-
STROM ET AL. (2012).
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Abbildung 3

Vereinfachte schematische Darstellung des Aufbaus eines Faszikels, der von Peri-
neurium umhallt wird. A, Axon; R, Remak-Schwann-Zelle; BG, Blutgefal®; FB Fib-
roblast; M, Makrophage; m, Mastzelle. In Anlehnung an JESSEN ET AL. (2019).
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Abbildung 4

Vereinfachte schematische Darstellung der neuromuskularen Endplatte. Diese be-
steht aus vier Zelltypen: das Neuron bzw. dessen Axonterminal, die Muskelfaser bzw.
deren Endplatte, die terminalen Schwann-Zellen (tSC) sowie die Kranozyten. Zwi-
schen dem Axonterminal und der Endplatte befindet sich der synaptische Spalt, der
mit extrazelluldrer Matrix — organisiert in einer Basallamina — gefillt ist. Die Acetyl-
cholinrezeptoren auf der postsynaptischen Membran werden durch das (von dem A-
xonterminal freigesetzte) Acetylcholin aktiviert, was die anschlieRende Kontraktion
der Muskelzelle zur Folge hat. In Anlehnung an COURT ET AL. (2008) und VALDEZ
(2020).
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Abbildung 5

Abbildung 6

Abbildung 7

Vereinfachte schematische Darstellung der postlasionalen Ablaufe im Bereich der
neuromuskularen Endplatten (NMJs). Im Bild A wird der physiologische Zustand dar-
gestellt: Drei terminale Aste (blau) innervieren drei Muskelfasern (rot). Dabei stam-
men der linke und mittlere terminale Ast aus dem gleichen Motoneuron, das sich in
der Nahe des Muskels verzweigt. Der Kontakt zwischen Axon und Muskelfaser erfolgt
im Bereich der NMJ, die von den terminalen Schwann-Zellen (tSCs; griin) kappen-
foérmig bedeckt ist. Das rote Kreuz im Bild B stellt die Nervendurchtrennung dar. Im
Anschluss an diese kommt es im distalen Stumpf zu der Waller-Degeneration, bei
der die Axone degenerieren und in Fragmente gespalten werden. Die tSCs fangen
auflerdem damit an, lange Fortsatze zu bilden, um Kontakt zu benachbarten NMJs
aufzunehmen. Im Verlauf bilden die jeweiligen tSC-Fortsatze eine Verbindung mitei-
nander, die sogenannte SC-Briicke, die durch den violetten Pfeil im Bild C hervorge-
hoben wird. Eine solche Brlicke entsteht vorzugsweise zwischen einer reinnervierten
und einer noch denervierten NMJ. Die regenerierenden Axone wachsen innerhalb
der Endoneuralscheide (die einzelnen Endoneuralscheiden werden hier nicht abge-
bildet) und kommen schlief3lich im Bereich der NMJs an. Aus verschiedenen Griinden
(s. Text) erreichen die Axone zu unterschiedlichen Zeitpunkten die NMJs, sodass
gleichzeitig reinnervierte und noch denervierte NMJs vorhanden sind (Bild C). Die
Axone, die friher die NMJs erreichen, Uberschreiten oft die NMJ-Grenzen und wach-
sen entlang der bereits gebildeten tSC-Fortsatze, um benachbarte NMJs zu reinner-
vieren. Solche Axone werden als escaped fibers bezeichnet. Der orangene Pfeil im
Bild D zeigt eine solche escaped fiber, die die bereits gebildete SC-Briicke als Sub-
strat nutzt, um eine benachbarte NMJ zu erreichen. Es ist mdglich, dass eine NMJ
sowohl durch ein Axon, das innerhalb der Endoneuralscheide wéachst, als auch durch
eine escaped fiber reinnerviert wird. In diesem Fall wird eine NMJ — wie diejenige auf
der mittleren Muskelfaser im Bild E — polyneuronal innerviert. Es kommt auch vor,
dass eine escaped fiber nach der Reinnervation einer benachbarten NMJ dem Ver-
lauf der (benachbarten) Endoneuralscheide folgt und in retrograder Richtung und in
diesem Beispiel erneut in anterograder Richtung weiterwachst, um eine dritte NMJ
zu reinnervieren (Bild F). Somit wird méglicherweise sichergestellt, dass mdglichst
viele NMJs schnell reinnerviert werden. In Anlehnung an KANG ET AL. (2019) und SON
ET AL. (1996).

Schematische Darstellung der Buccalis-Buccalis-Anastomose. (A) Physiologischer,
praoperativer Zustand. (B) Nach Durchtrennung des Ramus (R.) buccalis erfolgte
seine Reanastomosierung (Pfeil). Der R. marginalis mandibulae wurde ebenfalls
durchtrennt und sein proximaler Stumpf ligiert, um die Versorgung der Schnurrhaar-
muskulatur durch diesen Ast zu verhindern. Verwendung mit Genehmigung von
Wiley. © 2020 Wiley Periodicals, Inc.

Videobasierte Bewegungsanalyse der Vibrissen wahrend der Protraktion (A) und
Retraktion (B). Die Punkte s und d markieren die beiden medialen Augenwinkel. Die
Hilfslinie s-d dient der Bestimmung der senkrecht zu dieser liegenden medial-sagittal
Linie Fr-Occ, die durch die Nasenspitze verlauft. Auf der gesunden linken Seite lasst
sich — im Gegensatz zu der operierten rechten Seite — ein groRer Unterschied zwi-
schen dem Winkel bei Pro- und Retraktion beobachten. Verwendung mit Genehmi-
gung von Wiley. © 2020 Wiley Periodicals, Inc.
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Abbildung 8

Abbildung 9

Beurteilung des Reinnervationsmusters der neuromuskularen Endplatten (NMJs) mit-
hilfe von Fluoreszenzmikroskopie. Die axonalen Fortsatze werden in Orange-Rot und
die NMJs in Griin dargestellt. Das Bild A zeigt zwei NMJs, die von den terminalen
Asten (Pfeile) des gleichen Motoneurons jeweils monoinnerviert werden (Bild aus ei-
ner intakten Ratte). Im Gegensatz dazu ist die unten-mittig im Bild B abgebildete NMJ
polyinnerviert, da sie durch zwei axonale Fortsatze reinnerviert wird. Einer davon, der
aus der benachbarten oben-links liegenden NMJ stammt (Pfeil), gehort zu den soge-
nannten escaped fibers. Verwendung mit Genehmigung von Wiley. © 2020 Wiley
Periodicals, Inc.

Durchschnittliche Whisking-Amplitude (in Grad; Amplitude in degrees; =+
Standardabweichung) in den verschiedenen Tiergruppen vor der Buccalis-Buccalis-
Anastomose (BBA; Rats before BBA, no treatment) sowie am 28. und 56.
postoperativen Tag (28 bzw. 56 days after BBA). Der — im Vergleich zu der
Placebogruppe 1 — signifikante Anstieg der Amplitude am 56. Tag in den Gruppen 6,
9 und 10 wird mit einem Asterisk gekennzeichnet (jeweils p < 0,05). BDNF, Brain-
derived neurotrophic factor; FGF-2, Fibroblast growth factor 2. Verwendung mit Ge-
nehmigung von Wiley. © 2020 Wiley Periodicals, Inc. Farbung der Grafik durch Herrn
Prof. Dr. med. Doychin N. Angelov.
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7.2

Tabelle

Tabelle 1

Tabellenverzeichnis

Titel

Versuchsaufbau mit Ubersicht der Tiergruppen, der Substanzkonzentrationen so-

wie -kombinationen und der Zeitspanne der Injektionen. BBA, Buccalis-Buccalis-
Anastomose; PBS, Phosphate-buffered saline; BDNF, Brain-derived neurotrophic fac-
tor; FGF-2, Fibroblast growth factor 2.
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Tabelle 2

Ergebnisse der videobasierten Bewegungsanalyse in intakten Ratten vor der Buc-
calis-Buccalis-Anastomose (BBA) sowie am 28. Tag nach der BBA in Ratten, die ent-
weder mit Placebo (Gruppe 1) oder mit Kombinationen von neurotrophen Faktoren
bzw. deren neutralisierenden Antikérpern behandelt wurden (Gruppen 2—-10). PBS,
Phosphate-buffered saline; BDNF, Brain-derived neurotrophic factor; FGF-2, Fibro-
blast growth factor 2. ,Friih' 1-13 Tage nach der BBA; ,Spat’ 14-28 Tage nach der
BBA sowie ,Durchgehend’ 1-28 Tage nach der BBA.

51

Tabelle 3

Ergebnisse der videobasierten Bewegungsanalyse in intakten Ratten vor der Buc-
calis-Buccalis-Anastomose (BBA) sowie am 56. Tag nach der BBA in Ratten, die ent-
weder mit Placebo (Gruppe 1) oder mit Kombinationen von neurotrophen Faktoren
bzw. deren neutralisierenden Antikdrpern behandelt wurden (Gruppen 2—10). Die
Gruppendurchschnittswerte, die sich signifikant von der Placebogruppe 1 unterschei-
den, werden mit einem Asterisk gekennzeichnet (jeweils p < 0,05). PBS, Phosphate-
buffered saline; BDNF, Brain-derived neurotrophic factor; FGF-2, Fibroblast growth
factor 2. ,Frih* 1-13 Tage nach der BBA; ,Spat' 14—28 Tage nach der BBA sowie
,Durchgehend’ 1-28 Tage nach der BBA.
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Tabelle 4

Reinnervationsmuster des Musculus nasolabialis in intakten Ratten vor der Buccalis-
Buccalis-Anastomose (BBA) sowie am 56. Tag nach der BBA in Ratten, die entweder
mit Placebo (Gruppe 1) oder mit Kombinationen von neurotrophen Faktoren bzw. de-
ren neutralisierenden Antikbrpern behandelt wurden (Gruppen 2—10). Die Gruppen-
durchschnittswerte, die sich signifikant von der Placebogruppe 1 unterscheiden, wer-
den mit einem Asterisk gekennzeichnet (jeweils p < 0,05). PBS, Phosphate-buffered
saline; BDNF, Brain-derived neurotrophic factor; FGF-2, Fibroblast growth factor 2.
,Frih' 1-13 Tage nach der BBA, ,Spat‘ 14-28 Tage nach der BBA sowie ,Durchge-
hend’ 1-28 Tage nach der BBA.
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8. Vorabveroffentlichungen von Ergebnissen

Rink S, Chatziparaskeva C, Elles L, et al. Neutralizing BDNF and FGF2 injection into dener-
vated skeletal muscle improve recovery after nerve repair. Muscle Nerve 2020; 62: 404—12.
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